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(54) Pflanzliche Gntl-Sequenzen und Verwendung derselben zur Gewinnung von Pflanzen mit verminderter oder 
fehlender N-Acetylglucosaminyltransferase I (GnTl)-Aktivitat 

(57) Die Erfindung betrifft pflanzliche Gntl-Sequenzen, ins- 
besondere pflanzliche Nukleinsauresequenzen, die das 
Enzym N-Acetylglucosaminyltransferase ! (GnTI) kodie- 
ren, davon abgeleitete DN A-Sequenzen einschliefilich 
Gntl "antisense" und "sense" -Konstrukten, und deren 
Translationsprodukte, gegen diese Translationsprodukte 
gerichtete Antikorper sowie die Verwendung der Se- 
quenzinformation zur Gewinnung von transformierten 
Mikroorganismen und von transgenen Pflanzen, ein- 
schlief^lich solchen mit verminderter oder fehlender 
N-Acetylglucosaminyltransferase l-Aktivitat. Derartige 
Pflanzen mit verminderter oder fehlender N-Acetylgluco- 
saminyltransferase l-Aktivitat sind zur Herstellung von 
Glykoproteinen spezifischer Konstitution bezuglich der 
• Zuckerreste von grower Bedeutung. 
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Die Prhndung bet riff t pllan/liehe ( int I-Sequen/en. insbesondere p 11 an/ lie he Nukleinsauresequen/en. die das Pn/\m 
N- Aeely Iglueosaminv [transferase I ((InTI) kodieren, wie aueh davon abgeleitete C int r-"aniisense"- b/w. "sense"-Kon- 
s strukte, und deren Translalionsprodukle. gegen diese Translalionsprodukle genehiele Anlikorper sowie die Verwendung 
der Sequen/intormaiion /ur ( lew innung von iransformierien Vlikroorganismen und von transgenen Pllan/en. einsehlieb- 
lieh solelien mil verminderler oder fehlender N-Aeetv klLieosaminvliranslera.se I-Akiiviiai. Derartige Pllan/en nnt ver- 
minderier oder tehlender N-Aeety Iglueosaminy Itransferase r-Aktivitat sind /ur Ilerstellung von Cilykoproleinen spe/ifi- 
seher Konstituiion be/iiglieh der Zuekerreste von grower Bedeulung. 



In Pukaryonten werden ( Jly koproieine ini lindoplasmatisehen Reiikulum (PR) eolranslaiional (d. h. bei Import in das 
PR-Pumen) dureh Verkniipfung von /unaehst membrangebundenen Cllykanen (an Dotieholpy rophosphat ) mil spe/.i fi- 
ts sehen Asparagin-Resten in der waehsenden Poly peptidketle /usammengesei/.t ( N-( Ilykosv lierung ). In hoheren Organis- 
nien unterliegen /uekereinheilen, die an der Oherflaehe der getalteten Polypepiidkelte liegen, in den ( iolgi-Zisternen 
vveiieren Trimm- und Modilikationsreaklionen (Ref. 1 ). Dureli versehiedene (Ilykosidasen urui (Ilykosv It ranslerasen im 
PR werden /unaehst ty pise he ( ile^ManX IleNAe : -( Irundeinheiten des " high"- VTan nose- Tvps gebildet unti an seh lie Bend 
bei Passage dureh die versehiedenen ( Iolgi-Zisternen in sogenannte "komplexe" (ilykane umgew andelt. Pet/lere /eieh- 
?u nen sieh dureh weniger Mannose-Iiinheilen und den Besil/ weiterer /uekerresie, vvie Pueose, Clalaktose unuVoder Xylose 
in Pllan/.en b/w. Sialinsaure ( ' N- Aeely Ineuraminsaure, NeuNAe) in Saugern. aus (Ref. 1. 2, }). Das Ausmaf! der Modili- 
kationen isl von (.Ily koproiein /u (Ily koprotein versehieden. Pin/elne Polypepiidkeiten konnen heterogene /uekerkelten 
tragen. /udem kann das ( i ly kosy lierungs muster t'iir ein bestimmtes Polypeplid vanieren ( gewebespe/ihsehe Unter- 
sehiede), und inuB aueh nieht immer be/iiglieh einer besiinimten (ily kosy lierungsstelle gleieh sein, was als "Mikrohete- 
?s rogenitat" be /ei eh net wird (Ref. 4. >). Die Rolle von Asparagin-slandigen Cllykanen isl hi slang kaum verslanden, was 
li. a. daraus resultiert, dal> diese mehrere Punkiionen erfiillen konnen (Ref. 0). Jedoeh ist an/unehmen, daB beispiels- 
vveise der Sehut/. einer Pol\ peptidketle \or proleolvtiseheni Abbau aueh dureh CIKkane eines einfaeheren Oligomanno- 
syl-Typs gewahrleistet werden kann (Ref. 7). 

«> ProbleinsielUing 

CHykoproteine sind fur Medi/in und 1 orsehung von grober Bedeutung. Pine Tsolierung von Cilykoproleinen im Cirol.v 
maBslab ist jedoeh aufwendig und teuer. Die direkie Anwendung konventionell isolierter ( Ily koproieine isl oft proble- 
matiseh. da ein/elne Reste der Cily kan-Komponenien bei Verabreiehung als 'fherapeutikunt ungewunsehte Nebenwir- 

vS kungen auslosen konnen. Dabei tragi die ( Ily kan-Komponente vor allem /u den ph\ sikoehemisehen liigensehaften (wie 
Paltung, Slabilital und Losliehkeit) der ( Ily koproieine bei. Des weiteren tragen isolierte C j ly koproieine. wie bereits aus- 
gefiihrl. sellen einheitliehe Zuekerreste, w as als " Mikrohelerogenital" be/eiehnel wird. 

Helen erweisen sieh /ur Clewinnung von Cilykoproleinen fur Medi/in und Porsehung ats ungeeignet, da sie nur (Ily- 
kosv lierungen /Lim sogenannten ''high"-\Tannose-Ty p durehfuhren konnen. [nseklen und hohere Pllan/.en /eigen /war 

40 "komplexe", aber von Tieren abweiehende ( Ily koproteinrnodifikationen. Aus Pllan/en isolierte ( Ily koproieine wirken 
deshalb in Saugern stark antigen. Tierisehe Organismen mil (Ily kosy lierungsdelekten sind meist niehi lebensfiihig, da 
die terminalen Citykan-Resie ( beispielsw eise membranstandiger Cily koproieine ) meist biologisehe Signalfunktion besil- 
/.en und vor allem fur die Zell-/ellerken ruing w ahrendder Pmbryonalenl vvieklung unentbehrlieh sind. Ps exislieren /.war 
bereils Sauger/ellinien mil delinierlen ( Ilykosv lierungsdelekten. jedoeh isl deren Kullivierung arbeitsintensi v und teuer. 

4s Im Pin/elnen wurtlen fiir Sauger auf ZellkLihurebene bereils unierseliiedliehe ( 1 ly kosy lierungsmutanlen besehrieben 
(Ref. 7. S. 9. 10). Diese Mutanien sind entweder in der Biosy nihese reifer Oligosaeeharidketlen am Dolieholpvrophos- 
phai oder in der (Ily kan-Pro/essierung belroffen b/w. /eigen Abweiehungen in ihren terminalen Zuekerresten. b'inige 
dieser Zellinien weisen einen konditional-leihalen Phanotyp auf oder /eigen Defekle im intra/elluiaren Proteintransport. 
Die l olgen dieser Defekte fiir den intakien Organismus sind sehwer absehat/bar. lis w urde beobaehlel. dab eine Veran- 

M) derung im Muster komplexer ( Ilykane auf Zellobertlaehen von Saugern mil Tumor- und Melast asenbiidung einhergehl, 
obwohl eine funktionale Be/ichung noeh nieht eindeulig naeligewiesen werden konnie (Ref. 9). (I[v kosv lierungsmuian- 
len kommen in Sadigem daher sehr selten vor. Diese unler T IPMPAS (Hereditary 1 Ty throblaslie Vluhinuelearilv with a 
Positive Aeidihed Serum lysis test) /usanmiengefabien Defekte (Ref. 10, 11) beruhen entweder auf einem Defi/it von 
Mannosuiase U LinoVoo!er niedrigen (lehalten des lin/yms N- Aeely Iglueosaminy It ransferase II ((In'fll) und wirken sieh 

ss slark einsehrankend auf die Pebensfaliigkeit des mulierten Organismus aus. ClniF-"knoek out"-\Tause. in denen das ( len 
fiir ClnTI /erstori wurtle. sterben bereits "in utero" an multiplen liniw ieklungsdefeklen (miindliehe Mitteilung, II. 
Schaehter, 'foronio >. 

lTr Pllan/en vvaren bis vor kur/em keine v ergleiehbaren Vlutanten bekannl. Dureh den Pinsat /. eines Antiserums, das 
spe/iliseh "komple\ "-moolili/ierte (51\ kankeiten pllan/lieher ( Ilvkoproleine erkenni und haupisaehheh gegen die hoeh- 
antigenen (31—2 verkniipflen Xylose-Reste geriehiet isl (Ref. 12). konnie die Anmelderin aus einer bATS-mutagenisier- 
ten P2-Population der genetiselien Modellptlan/e Arabidopsis thaliana mehrere Linabhangige Vlutanten isolieren, die 
keine "komplexe" ( ll> koproteinmodihkation mehr /eigten (eomplex glyean, cgl-VIuianten ). Naeh mindestens t'unf 
Ruekkreu/ungen. jeweils getVMgl von intermitiierenden Selhsuingen (/um Wiederauflinden des re/essiven Defekls), 
wurden die C IK koproieine analysiert. Diese trugen haupisaehheh (ilykane des \Tans( UeN.\e : - 1\ ps. was auf einen De- 
fekt in N-Aeet\ Iglueosaminy It ransferase I ((InTIt hindeuiele (Ref. 8). fatsaehfieh fehlte den .Arabidopsis egl-Mutanten 
( InTI-Akti vital (Ref. 13). w ekhe normaleru eise die erste Reaktion im S\ ni hesew eg /u "komplex" modih/ierten /ueker- 
kelten kalalysiert (Ref. 1). Naeh bisherigen Beobaehlungen resultiert daraus allerdings keine Beeintraehtigung der Pe- 
benslahigkeit der mulierten Pllan/en. In neueren Publikalionen werden Pllan/en als mogliehe Quelle /ur Ilersiellung 
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oteinen oder Vak/incn v o rg esc hi age n (Ref. 14^^^. 



von pharnia/eunsch relevanten (IM^Woieinen oder Vak/incn vorgeschlagen (Ref. 14^^^. Darin wird jedoeh iiherse- 
hen. i hi IS ans PHan/en isolicrte Cdv koproieine in Saugern starke Inmtunreaktioncn auslosen konnen, was hishcr einer Pro- 
duktion heierologer ( ilykoproteine in Kulturpllan/.en im Wege stand. 

PlPin/en konmicn ueitgehend ohne "komplex" modih/ierte (.ilykoproteine aus, wie die Anmelderin am Beispiel der 
Arabulopsis cgl-VTulante /eigen konntc (Ref. 13). In dcr Vlulantc vvcrden sckrelorisehe Proleine ini PR /unachst normal 
glvkosvlieri. Tin ( iolgi-Apparal dcr ('gl-Mutantc bleiben die iiber Asparagin-Reste ( N ( ii> kosy lierung ) an das Polypep- 
tidriickgrai gebundenen Oligontannosv Ikeilen dann jedoeh auf Suite von Man-X I lcNAc : -Resten stclien, da N-Acciylglu- 
cosaminvltransferase I ((inTT) -Aktivitat lehll (Fig- 1 )• Dureh diesen Biosy nihesebloek wird die pflan/enspe/ifische 
"koniplexe" (Uvkoproteinntodifikalion Lind insbesonders die AnhelUing von al — *3 Pukose- und pi ^2 Xy lose-Resten 
verhinderi, wodurch die siark antigene Wirkung auf den Saugerorgamsmus entfalll, Als krautige Pflan/e besit/.t Arabi- 
dopsis jedoeh uenig verwertbare Biomasse. /ur T lerstellung von bioteehnologiseh rclcvanicn (Uy koproieinen im (Jrob- 
niaBstab sind diese cgPPflan/.en deshalb weniger geeignet. Als Alternative waren Kullursorlen. insbesondere Solana- 
eeen, wie /. B. Karloftcl, Tabak, Tomato oder Paprika, und des weiteren Pu/erne, Raps. Ruben, Soja, Salal, Mais. Reis. 
und ( ietreide. mil fehlender oder si ark gedrosselter (. rnTI- Akli vitat ideal /ur Produktion von heterologen Cily koproieinen 
in Pllan/en. Da/.u wiirden sieh Vertahren des " homology-dependent gene silencing" (Ref. 16, 17) anbieten. 

Wie Fig. 3 /eigt, ist die TTomologie derersten ermitlclten pflan/liehen Cintl-Sequen/ aus Kartoffel (Solanum tubero- 
sum P., St) im Vcrgleieh mil den entspreehenden bekanntcn Sequen/en aus tienschen Organismen auberordentlich nied- 
rig (nur 30 40' -v Identitat auf Proteinebene, vgl. Fig. 3A). sodatf cine effi/ienie Drosselung derendogenen "komplexen" 
(ilvkoproteinmodifikalion in Ptlan/cn miiicls "antisense" b/.w. "sense"-Suppression (Ref. 21 ) dureh die Verwendung bc- 
rcits bekannier heterologer ( .jnll-Cien-sequen/en mil hoher Wahrscheinlichkeit nicht erreieht werden kann. 

Pur Medi/in und Porschung besiehl daher naeh wie vor ein Bedarf, rekombinanie (.ilykoproteine mit niimmalen und 
einheit lichen, also dehnicrten Xuckerresien in geeigncten Organismen kostengiinstig herstellcn /u konnen. 

Wcsen dcr Prfindung 

Naehdein die Anmelderin erstmals pllan/Jichc ( int PcDNA-Soquen/en isolicren und aufkliiren konntc. ist es nun u. a. 
moglich, behebige Ptlan/cn mit gedrosselter oder fehlender GnTI-Akti vital /u gewinnen. insbesondere her/usiellen, 
b/.w. entspreehende Mutanten dureh revers-genetische Ansat/e naeh Transposon-iRef. IS) b/.w. T-DNA-Insertion (Ref. 
19) auf/uspuren. urn in diesen dann ( i !\ koproteine mil niedrigem Antigenpoienlial /u produ/ieren. 

i ) Pn/.y me 

Die Prfindung umlaht allgemein verschiedene N- Aeety Iglueosaminy ltransferase I-Pn/yme <PX' 2.4.1.101 ) aus Pllan- 
/en, /.. B. aus Kartoffel (Solanum tuberosum P.). 'labak (Nieotiana tabaeum P.) und Arabidopsis thaliana. Insbesondere 
betriffi die Prfindung die Pn/vme. die die in Fig. 2 und 3B sowie in dem beigefugten Sequen/protokoll angegebenen 
Aminosauresequen/en aufweisen oder enlhalten. 

Von dcr Prfindung unitabt sind ferner von den Aminosauresequen/en dcr gen an n ten Pn/yme dureh A mi nosaure sub- 
stitution, -deletion, -insertion, - modilikaiion oder dureh c- unoVoder N-terminale Verkur/ung und/oder Vcrlangerung ab- 
geleitetc Pn/yme. die. sotcrn sic en/.\ matisehe Aktivitat /eigen, cine dem Ausgangsen/y m vergleiehbare Spe/ititai, also 
N-Acei\ lglueosamim ltransferase I-Akti vital, sowie ggf. vergleiehbare Aktivitat aufweisen. 

I'ntereiner vergleichbaren Aktivitat wird mi vorliegenden Xusammenhang cine Aktivitat verstanden. die bis /u ]()()'; 
Liber oder unicr dcr Aktivitat des Ausgangsen/\ ins hegt. Von der Prfindung sind dementspreehend auch abgeleitete \\n- 
/\me oder Proieine nut sehr geringcr oder vollstandig fehlender en/y matiseher Aktivitat. naehueisbar mitiels eines oder 
melirerer der naehtolgend angegebenen fests, unifaBt. /urn Nachw eis der 1 in/.y niakti vital dient ein Standard-'fesl . der 
mil Vhkrosomen-Prakiionen entweder radioaktiv, /. B. mit UDP-p)- dl |C ilcNac als Substrat (Ref. 13). oder nicht-radio- 
aktiv ( IIPPC-Melhode; Ref. 20) durehgefiihrt wird. Pilan/liehe (in'f I-Akti vital kann subcellular in (.iolgi-Prakiionen 
naehgewiesen werden (Ref. 21 ). ] in/.y manrciehcrungen aus PtPin/en sind autgrund dcr geringen Ausbeuien jedoeh na- 
he/u Linnioglieh. 

( lege bene n tails allernaliv kann ein ertindungsgemabes abgeleiietes Pn/ym als ein P'n/vm tiehniert werden, fur das 
cine das Pn/vm kodicrende DNA-Sequen/. ermiiiclt oder abgeteiiel werden kann. die mit der das Ausgangsen/y m kodie- 
renden DNA-Sequen/ b/.w. der da/u komplemenlaren Sequen/ unter stringentcn liedingungen. wie sic naehl'olgend de- 
li niert werden. hvhndisicrt. 

Ian dergestall abgelciielcs l:n/\m siellt betspiclsw eisc cine [so form dar. klie die Aminosiiuren 74 bis 44t) der in Fig. 2 
und SPQ TD NX): 1 und 2 angegebenen Aminosauresequen/ umfaBt. Dieser Isotorm tehlt u. a. der dureh die Aminosau- 
ren 10 bis 29 gebildete Vlcmbrananker, so daB diese 1 *n/v m- Isoform moglieherucise aut'Clrund dessen im (Aiosol der 
Ptlan/e lokalisiert ist. 

Als Beispiele fur ('- und/oder N-terminal verlangcrie l^roteine konnen Idisionsproteine genanni werden, die neben ei- 
ner erfindungsgemaben Aminosauresequen/ ein wei teres Protein umtassen, das beis|^ielsweise cine andersartige en/.y- 
niatisehe Akli vital aufweist oder auf andcre Weise, /. B. autgruni.1 von lduorcs/en/ oder Phosphores/en/ oder autgrund 
einer Reaktivilai mit spe/ihschen Antikorpern oder dureh Binden an entspreehende Aflinit at smalnces. leiehl naehueis- 
bar ist. 

Die Prfindung umtabi gleieh falls Pragmenle der genannten Pn/yme, die ggf. keine en/y mat isehe Aktiviiat mehr auf- 
weisen. Diese Pragmenle /.eigen in dcr Regel jedoeh aniigene Wirkung in einem damit i mmunisierten Wirt und konnen 
tolglieh als Antigen /.ur lir/cugung monoklonaler oder polyklonaler Antikorper dureh Immunisierung cincs Wirtes niit 
diesen eingcsei/t vserden. 

Die Prfindung be I riff t daruberhinaus aueh N- Aeety Iglueosaminy ltransferase l-Pai/yme insbesondere aus andcre n Va- 
rielaten and Ptlan/cnartcn. die /uganglieh sind autgrund dcr I ly bridisierung ihrer (Jcne oder eines oder melirerer Ab- 
sehnitte ihrer ( lene 
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rer^Wler nachtolgend erlauierten erfindungsgemaBe.^(^\, 



mil cincr oder mchrer^^uer nachtolgend crlauicricn erfindungsgemaBe.^U^-Sequen/en und/oder DNA-I ra, 
n ionic und/oder 

nut geeigneten crhndungsgemaBen II\ bridisierungssonden. die ausgehend von den im Sequen/protokoll angege- 
henen Aminosaurcsequen/en unier Benicksichtigung dcr Degeneration des genetisehen Codes hergestelll werden 
kon ncn. 



Von dcr Hrfindung umtaBt sind tcrncr nach den vorstchend erlauierten MaBgaben von diescn N-Acet\ Iglucosaminv 1- 
transterasc [-1 in/.y men abgeleilete l{n/yme oder Proleine, einschlieBlich Pusionsproteinen von diescn, sowie l ; ragmenie 
aller dicser Pn/yme oder Proteine. 

10 

ii ) Antikorper 



Hin wciicrer Aspeki dcr Hrfindung hcirilVi die Verwendung dcr vorsichend gen an n ten Aminosaurcsequen/en h/.w. von 
antigen wirksamen lYagmenlen davon /ur Pr/eugung von monoklonaten oder polyklonalen Antikorpern oder -seren 
is durch Inmiunisierung von Wirtcn mil diescn Aininosauresequen/en b/w. 1 Vagnienien sowie Antikorper b/w. -seren an 
sich, die die vorstchend erlauierten 1 in/vine und/oder Aniigcne spe/ifiseh erkennen und binden. Die allgerneinc Vorge- 
hensweise und die entsprechenden Teehniken /ur Pr/eugung polvklonaler und monoklonaler Antikorper sind dem Pach- 
mann gieichlalls wohlbekannt. 

Beispielhaft w urde rekombinanies CinTI-Protein aus Solanum tuberosum mil 10 N-terininalen ITisiidin-Resien ("Ilis- 
2i\ tag" ) durch Verwendung eines "Fragments dcr in Fig. 2 und SPQ TD NO: 1 dargestelltcn Cmtl-cDNA (Nukleotide 275 bis 
1.VJ5) in P. coli uberexpriniierl und nach AHtnitalsreinigung Liber cine Metall-( 'hel at- Matrix als Antigen /ur Pr/eugung 
von polyklonalcn Aniisercn in Kaninchen eingeset/l (vgl. Beispicle 5 und 6). 

Pine An wendungsnioglichkeii dcr crhndungsgemaBen Antikorper bestehi fur das "Screenen" von Pflan/en aut'das 
Vorhandensein von N-Acety Iglucosaminv (transferase [. 
:s Pine Bindung des crfindungsgemaBcn Antikorpers an pllan/liche( s ) Protein(c) /.cigl das Vorlicgen cincs nut diesem 
Antikorper nachw ei share n N- Accty Iglucosaniiny It ranst erase PPn/yms an. In einem spiit ere n Schntt kann dicser Anti- 
korper daruberhinaus, in dcr Rcgcl dann kovalent an einen Trager gcbunden, gegebenentalls audi /ur Anrcichcrung oder 
Reinigung des lin/,vins niiltels Saulenchromalographie eingesei/t werden. 

Pin negatives Bindungsergebnis mil dem crhndungsgemaBen Anlikorper, d. h. lehlende Bindung an die pilan/liehen 
*o Proteine. laBt wiederum aut'ein lehlcndes (oder durch VTutalion stark verandcrtes) N-Acety Iglucosaniiny [transferase l- 
lin/Ain unddamit auf lehlende oder stark vermindcrte N-.Accl v Iglucosaniiny transferase PAktiviiat in cincr untersuchten 
Ptlan/c schlieBen. 

Teehniken /um Ausfuhren dcr vorstchend angesprochenen "Screening"- Tests oder /.ur Pn/v manreichcrung b/w. -rei- 
nigung untcr Id nsat/. von Amikorpersaulen oder anderen A fh nit aismat rices (vgl. Beispicle 5 und 0) sind dem Pachniann 
^ wohlbekannt. 



iii) DNA-Sequen/en 



Die Prhndung umfaBt 1'erner DNA-Sequen/en, die die crhndungsgemaBen Aminosauresequen/cn, einschlieBlich da- 

40 von geniaB den vorstehenden MaBgaben abgcleitetc Aminosaurcsequen/en kodieren. Insbesondere bet riff t die Prhndung 
das den in den Fig. 2 und 3B und im Sequen/protokoll autgetuhrlen Aminosaurcsequen/en jeweils /ugrundeliegende 
(ten, und gan/ besonders die in Fig. 2 und im Sequen/prolokol 1 aufgefuhrten cDNA-Sequen/en. sowie von diescn ( ie- 
nen und DNA-Sequen/en abgcleitetc DNA-Sequen/en. 

Unier ahgcleitetcn DNA-Sequen/en werden Sequcn/en vcrstanden, die durch Substitution. Deletion urul/oder Inser- 

45 uon von ein/.etnen oder niehrercn und/oder kleincren Clruppen von Nuklcotiden dcr vorstchend angegebenen Sequcn/en 
unol/oder durch Verkur/ung oder Vcriangcrung am 5'- unoVoder 3'-Pnde erhalten werden. Die Modih/ierungen innerhalb 
dcr DNA-Scquen/ konnen /u abgeleileten DNA-Sequen/en llihren, die tdenlische Aininosauresequen/en verglichen nut 
dcr von dcr Ausgangs-DNA-Sequen/ kodiertcn Aminosaurescqucn/ kodieren, oder abcr auch /u solchen, bei denen cin- 
/clne oder cinigc wenigc Aminosauren gegenuber dcr Atiiinosauresequen/, die die Ausgangs-DNA-Sequen/ kodiert, 

so verandert. d. h. substiiuiert. deletiert unoVoder tnscrtiert sind, oder auch solchcn. die ggf. /usal/.lich ('- und/oder N- 
tertninal verkur/t unoVoder verlangeri sind. 

Die Prhndung ersireckt sic ti gleicht alls auf die /.u den crhndungsgemaBen ( icnen und DNA-Sequen/en komplenien- 
taren Sequcn/en souic aul deren RNA-Transkriptionsprodukte. 

Von dcr Prfindung umlaBl sind insbesondcre samtliche, nach den vorstchend angegebenen MaBgaben abgeleileten Se- 

Ss quen/en. die Liber lhre gcsantie Langc hinweg oder lediglich mil einem oder niehrercn Teilabschniuen untcr stnngcnicn 
Bcdingungen mit den oben crlauicrten Ausgangsscquen/cn oder den da/.u komplementarcn Sequen/en oder'leilcn da- 
von h> bridisiercn, vv ie auch DNA-Sequen/en, die derartige Sequen/en umlassen. 

Als Hy bndisierung Linier stnngenten Bcdingungen un Sinne dcr lirlindung vvird cine TTy bridisierung bei Vorgehens- 
vveise genial^ einem oder niehrercn dcr n ac lisle he nd angegebenen Vert ah re n vcrstanden. I Iv bridisiercn: Bis /u 20 Sid. in 

M) Pl-Xi-PulVer nach Church undChlbcrt (0.25 M NadlPoVl niM liD TA, \ r i (w/v) BS A. 7 r Mw/v) SDS. P TT 7.5 mit Phos- 
phorsaure; Rcf. 22) bei 42 "C oder in Standard-ITy bridisierungsputVern nut P'ornianiid bei 42"C oder ohne l ormaniid bei 
OS' C 1 (Rel. 23). Waschen: 3-mal M) mm bei (tf'V in 3-tach SS( '-Putter ( Rel. 23). 0,P> SI^S. 

Im Rahmen dcr vorhegenden Anmeldung ist dcr BegritV "II\ bridisierung" sicts als Hy bndisierung untcr stringenten 
Bcdingungen, wie vorstchend angegeben. /u v erst c hen. auch wenn dies im 1 {in /el tail nicht e\pli/it angegeben ist. 

ciS Daruberhinaus erstrccki sich die Hrhndung auch auf l'ragniente dcr vorstchend erlauterten DN.A-Scquen/cn, ein- 
schheBlich dcr nach den vorstehenden MaBgaben abgeleileten DNA-Sequen/en. auf von derarligen 1 ragmentcn durch 
Nukleinsauresubslilution. -insertion und/odcr -deletion abgcleitetc I ragmenlc sow ie auf die entsprcchenden l 'ragniente 
nut da/.u komplementarcn Sequen/en. l{)crartige lTagmcntc sind u. a. als Sequen/ierungs- oder lX'R- Primer. "Scree- 
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:^^Jcn, wie sic nachlolgend erlaulerl vverden. geMl^i. 



ning"-Sondcn und/oder I lit Verwe^^Mpen, wie sic nachlolgend crlLiulcrl vverden. geefljWi. Rir cine Verwendung als 
"Screening"- oder I Iv bridisierungssonde vverden die crfindungsgeniaBen DNA-l ; ragmente haulig radioaktiv murkier! 
cingcsei/l. lYagmente nut Sequen/en. die von den vorsichend dcfinierlen Ausgangssequen/en dureh Substitution, Dele- 
tion uml/oder Insertion von cincm oder mchrcrcn Nukleotiden abgeleilei sind. b/vv, die da/.u koniplementaren Sequen/.en 
sind in dem Umtunge von derlirhndung umlaut, als sic unterden vorsichend angegebenen stnngenten Bedingungen mil 
den Ausgangssequen/en b/vv. den da/u koniplementaren Sequen/en hy bridisieren. 

lirfindungsgemabe DNA-lragmente konnen beispiclsu eise aui'der (irundlage derirn Scqucn/.proiokoll und in Hj*. 2 
angegebenen DNA-Sequen/en ausgehend von pflan/licher DNA nnltels Restnktionsendonukleasen unter Nui/ung ge- 
cigneier Reslriktionsschnittsteltcn oder dureh liinsat/. von IX 'R millels gecignel sy nihetisierter Primer erhallen oder al- 
icrnaliv aueh ehenusch synthctisicrt vvcrden. Derurtige Techmken sind dem I ; aehmann wohlbekannt. 

Die hrhndung belrilVl dariiberhinaus aueh jegliche DNA-Scqucn/.cn. die ein Gen darstellen oder Teil eines ( lens sind, 
das das l:n/.vni N-Acet vlglucosaminy Itransierase I kodiert. und die in ihrer ( iesamtheit oder in einem 'lei labsehnitt 

mil einer der erlindungsgemaben DNA-Sequen/en unit/oder 

mil einem oder mehreren der erfindungsgeniaBen DNA-lragmeme und/oder 

mil einer DNA-Sequen/. die von den im Scquen/proiokoll angegebenen Aminosauresequen/.en Linler Beriiek- 
siehligung der Degeneration des genelischen Codes abgclcitet worden isl, unter stringcnicn Bedingungen hvbridi- 
sicrcn. 

Als DNA-l ; ragmenle ucrden hicr/u 1 1\ bridisierungs- oder "Screeni ng"-Sonden eingesei/t. die ubiicherweise minde- 
stens 15 Nukteotide, lypisehcrvvcisc /uischen 15 und M) Nuklcolidc. gegehenentalls abcr aueh vvcsentlieh mehr, umtus- 
scn. lis konnen dal'iir beispiclsu eise die in Be is pi el 1 cingeset/tcn Primer Verwendung hnden. Altcrnativ konnen DNA- 
Sequen/en geeigneler Pange. abgclcitet von den im Sequen/protokoll angegebenen DNA-Sequen/en, eingesel/t wer- 
den Alsdritte Moglichkeit konnen geeigneie erhndungsgemabe 1 1\ bndisicrungssonden ausgehend von den im Sequen/.- 
protokoll angegebenen Annnosauresequcn/en unter Berucksichtigung der Degeneration ties gcnetischen Codes emuik- 
kclt vvcrden. 

In diescm Sinnc sind Gegenstand der lirlindung aueh N-Acet v Iglucosaminvliransterase I kodicrende Cienc, die insbe- 
sondcrc aus andercn Varieiaten oder Pflan/enarten autgrund ihrcr T Ty bridisierung mil den vorsichend angegebenen T Tv - 
bndisicrungssonden aufgefunden vvcrden konnen. sovvie davon genial den vorsichend erlauierten Mabgaben abgcleitete 
DN-\-Sequen/en. DNA-1 ragmente und -Konsirukte. 

Die Tsolicrung des jcvvciligcn Gens und die Sequen/ierung dcssclben naeh der Aufhndung niittcls der ertindungsge- 
mal.len IK bndisicrungssonden liegen im Bereich der 1 ahigkeiten eines I'aehmanns auf diescm Gebiet und sindexempla- 
riseh in den Beispielen lur N-Acct\ Iglucosaminy (transferase I aus Solanum tuberosum und die entsprcchenden lin/vme 
aus Nieoiiana labacum und Arabidopsis thaliana ( Teilsequen/ ) erlaulerl. 

( iegenstand der lirhndung sind schlieblich aueh "aniisensc"-Scqucn/cn be/.iiglich icghchcn vorstehend erlauterten 
DN A-Sequen/en. 

i v ) Konsirukte 

Von der lirfindung vvcrden aueh Konsirukte unitabt, die ggf. neben /usat/liehcn 5'- und/oder V-Sequen/en, /. B. Ian- 
kern umi/oder regulatorischen DNA-Sequen/en. oder andcrsartigen iVTodifikat ionen die crfindungsgemaBen DNA-Se- 
quen/en, einschlieblich der vvic vorsichend ausgefiihrt abgeleiteten DNA-Sequen/en, umlasscn. 

bin Beispicl hiertur sind Ily bridisierungs- oder "Screcning"-Sonden, die /usat/lich /u einer erhndungsgemaben 
DNA-Scqucn/ noeh ein in diescm I -'all mcisi niehtradioakii ves Naehweismitlel t'iir die Detektion von I Iv bridisierungs- 
produkten umlasscn. /, B. tluorcs/.icrendc oder phosphores/.icrendc Ylolekiile. Biotin. Biolindcrivatc. Digoxigenin und 
Digoxigeninden vale, lis komnien in diescm /usamnicnhang jedoeh aueh radioaktive oder niehtradioakii ve Naehvveis- 
miiiel, die /. B. dureh 1 indmarkicrung an die erhndungsgemabe DNA-Scqucn/. angehefiel vvcrden konnen, in Betracht. 

( legensiand der lirlindung sind aueh "anlisense"- und "sense"-Konslruklc be/Liglich der erli ndungsgeniaben DNA-Sc- 
qucn/.cn und -Pragmente, namlieh be/uglieli 

der im Scquen/proiokoll angegebenen DNA-Sequen/en und der /ugrundeliegenden ( lene. 
der davon naeh den vorslehenden Mabgaben abgcleiicten DNA-Scquen/cn. 
eines oder niehrerer Absehniitc dieser DNA-Scqucn /en, 

DNA-Sequen/en insbesondere aus andercn Varielaien oder Pllan/cnarien, die ein Gen darstellen oder Teil eines 
(iens sind, welches das lin/ym N- Aecly Iglueosaminy llranslerase I kodien, und die 
mil einer der vorstehend genannten DNA-Scquen/cn und/oder 
mit einem oder mehreren der vorstehend genannten DNA-1 ragmente und/oder 

nut einer DNA-Scqucn/. die von den im Sequen/proiokol 1 angegebenen Aminosauresequcn/en unter Be- 
riieksichiigung der Degeneration des gcnetischen Codes abgclcitet worden isl. 
unler stringcnicn Bcdingungen hvbridisicrcn. 

Des vveitcrcn crstrcekl sieh die lirhndung aueh auf jegliche DNA-l Jbertragungsysteme. vvic Vcklorcn. Plasmide. Vi- 
rcn- und Phagengenome oder Cosniide, die die ertindungsgcmalScn DNA-Sequen/en, /.. B. das ( intl-Cen, erfindungsge- 
ma);ic cDNA und DN.A- Absehniitc. vvic sic im Scquen/proiokoll angegeben sind. I ragmente davon, insbesondere "anti- 
sense"- oder "sensc"-KonslrLikte und/oder davon naeh den vorslehenden [VTafSgaben abgeleiletc DNA-Scqucn/.cn. cnihal- 
ten. 

Diverse Techniken /lit ( iew innung oder Svnthese erhndungsgemal^er DNA, DNA-1 -ragmente. Konstruklc und Uber- 
t ragungssvsteme, /. fi. ausgehend von pllan/licher DNA dureh Rcsiriklion millels Restriklionsendonukleasen, PCR- 
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Amplih/icrung unter Pinsai/^ngneter Primer, ggf. gefolgt von Klonierung ^n^Pi/Hcher L'hcmischcr odcr cn/vuia- 
Mscher Modifi/iemng, sind dem Pachmann wohlbekannt. 

Pine Anwendungsmogliehkeit von erlindungsgeniaBen DNA-IP bridisierungssonden liegt im Naehweis von N-Ace- 
ivlglucosuminyllransi erase l-Genen in underen Pllan/en als jenen. aus denen die i in Sequen/protokoll angegebenen 

s DNA-Sequen/en erhatten wurden, oder ini Naehweis von niogliehen (weiieren) Isofonnen des N-Aeeu Igiucosaniiny 1- 
transferase 1-Gens in den Ausgangspllan/en Solanuni tuberosum, NieoEiana labaeum und Arabidopsis thuliana. 

Kann fur das Tly bndisierungsexpenment aut'eine genomisehe Bank oder eDNA-Bank einer Pllan/e /.uriickgegrillen 
werden. liefert ein positives Ilvbridisierungsergebnis bei einem derartigen "Screening" oder Durchninsiern der jeweili- 
gen Bank den Tlinweis auf einen Klon oder einige wenige Klone, die die gesuehte Sequen/, das N-Acetylglucosaminy 1- 

to transferase I-Gen, vollstandig oder teitweise in Verbindung mil nur einer begren/ten Menge weitererDNA aus dem Ge- 
nom tier Zielpllan/e enthalten, was die Klonierung und Sequen/ierung des /ielgens entsprechend erteiehtert. Atternativ 
kann ausgehend von pllan/.lieher DNA und geeigneten Konsirukten, sogenannten PGR-Primern, auch cine PGR-Ampli- 
likation des Gens oder von Teilen desselben vorgenonmien werden, liiii Klonierung und Sequen/ierung /u vereinfaehen. 
Pin Pinsat/ erlindungsgemaBcr Sequen/ierungsprimer, die ausgehend von geeigneten Absehnitten tier erlindungsge- 

is maBen Sequen/en svnlhetisiert wertien, ermoglieht /,. B. eine genomisehe Sequen/ierung ausgehend von tier vollstandi- 
gen, tiureh Restriktionsendonukleasen geschnittenen genomisehen DNA einer /ie I pllan/e mi tie Is tier Ghurch-Gilbert- 
Technik wie auch /. B. eine Sequen/ierung aut" eDNA-Pbene nach RT-PGR-Aniplilikalion tier Gesamt-RNA tier Xiel- 
pllan/e ( vgl. lisp. I ). 

Pine alternative Anwendungsmogliehkeit von erlindungsgeniaBen DNA-llybndisierungssonden. die von den im Se- 
:o quen/protokoll angegebenen DNA-Sequen/en abgeleitet sind, besteht in tier erlindungsgeniaBen Verwentiung tierselben 
/urn Naehweis von Pllan/en mil verminderter oder fehlender N-Aeety Iglucosaminyltransferase PAktivitat. Das TTybri- 
tiisierungsexperiment tiient /ur Delektion ties Gens tier N-Acet\ Iglucosaminy ltransterase I Kind) und erlaubl /.. B. auf- 
grund eines negativen llvbridisierungsergebnisses unier siringenten Bedingungen den RuckschluB auf ein Pehlen ties 
GmT-Gens und tianiii fe blende N- A eel v Ig I ucosaminy I transferase PAktivitat in einer untersuchten Pllan/.e. 
J! 5 Derartige 1 Ty britiisierungsteehniken /um Naehweis von Proteinen txier Genen insbesondere in Pllan/enmaterial mit- 
lels DNA-Sonden sinti dem Pachmann ebenfatls gelaulig. Ps wirti in diesem /usammenhang auf die vorsiehenden Aus- 
fuhrungen /u niogliehen Hvbridisierungsbedingungen unter Punkt iii) verwiesen. Geeignete DNA-lIy bridisierungsson- 
tien umfassen in der Regel mindestens 15 Nukleoiide mil einer Sequen/, die /. B. von den in Fig. 2 unci im Sequen /pro- 
tokoll angegebenen cDNA-Sequen/en oder den enispreehenden GntPGenen abgeleilel ist. 

v) Transformierte Mikroorganismen 

Die Prfindung erstreckt sieh ties weiieren auf Mikroorganismen, wie /. B. Baktenen, Bakteriophagen, Viren. ein/el- 
lige eukarvoiische Organismen, wie Pil/e, Tie fen, Proto/.oen, Algen und humane, tierisehe unti ptlan/liehe /ellen, die 
i s tiureh eine txier me fire re tier erhntiungsgemaBen DNA-Sequen/en oder eines oder me lire re der erlindungsgeniaBen Kon- 
strukte, wie vorstehend erlaulert, translormierl wurden. 

Verwentiung linden erfintiungsgemaBe transfonnierie Mikroorganismen beispielsweise als Pxpressionssysteme fur the 
iransformierende Premd-DNA /ur Gewinnung der enispreehenden Pxpressionsproduktc. Typisehe Mikroorganismen fur 
tiiese Xwecke sinti Bakterien, wie beispielsweise P. coli. Des weiieren konnen erfintiungsgemaBe iransfonuierte Mi- 
40 kroorganismen, insbesondere Agrobaklenen, /. B. /ur Transformation von Pllan/en unter Weitergabe tier transformie- 
renden Premd-DNA eingeset/t wertien. 

Verfahren /ur Transformation von Mikroorganismen/ellen dureh (Prernd- )DNA sinti dem Pachmann wohlbekannt. 

ITierfiir wertien /. B. als Pxpressionsvektoren be/eiehnele Konstrukte eingesei/t, die die erfindungsgenuiBe DNA- Se- 
quen/ unter Kontrolle eines konsliiutiven oder indu/ierbaren, ggf. /usat/lich gewebespe/ilischen Promotors enthalien, 
45 um eine 1 expression tier eingesehleusien DNA in tier Ziel- oder Wirt sze lie /u ermoglichen. 

Pin weiterer Aspekt tier Prfindung ist dementspreehend ein Verfahren /ur Gewinnung der erlindungsgeniaBen Pn/yme 
unti Proteine unter Pinsalz eines txier mehrerer tier erlindungsgeniaBen transformierten Mikroorganismen. Das Verfahren 
umfaBt, mindeslens einen tiureh erfintiungsgemaBe DNA, insbesondere eine tier im Sequen/protokoll angegebenen 
cDNAs. unter Kontrolle eines aktiven Promotors transformierten Mikroorganismus, wie vorstehend deliniert. /.u /liehten 
so unti tlas erfintiungsgemaBe Pn/yni aus den Mikroorganismen unti gegebenenfalls auch dem Kulluruiedium /u isolieren. 
Das Verfahren erstreckt sieh selbsl verstandlich auch auf die Gewinnung von den erhntiungsgemaBen Pn/ynien aus So- 
lanuni tuberosum, Nieotiana tabacuni unti Arabidopsis thaliana abgeleiteten Pn/ynien b/w. Proteinen, wie sic vorstehend 
unter i ) deliniert sinti. 

Verfahren /ur Xuehiung transformierter Mikroorganismen sinti dem Pachmann wohlbekannt. Die Isolierung ties expri- 
ss niienen Pn/yms kann beispielsweise gemaB dem in Bei spiel 5 besehriebenen Verfahren niitiels Metal 1-Ghelat-Ghroma- 
t og raphie oder alternativ tiureh Chromatographic* an Saulen, die gegen das Pn/ym gerichtele Antikorper an tlas Pak- 
kungsmaterial gebuntien enthalten. erfolgen. 

vit Transgene Pllan/en 

r>o 

Die Prfindung umfaBt gleiehfalls transgene Pllan/en, tlie mittels einer erhntiungsgemaBen DNA-Sequen/. b/.w. eines 
enispreehenden Konstrukts transformiert woolen sinti. Ps konnen so /.. B. transgene Pllan/en erhalten wertien, bei tienen 
eine GnTI-Defi/ien/. / . B. aufgrund eines fehlenden otier schatlhaften (.intl-Gens txier aufgrund von Defekten in den re- 
gulalorisehen Bereichen dieses Gens, tiureh Komple men tie rung tiureh ein von den mi Sequen/.protokoll angegebenen 
iss eDNA-Sequen/.en abgeleitetes Konstrukt. tiessen Pxpression unter Kontrolle eines aktiven konstituti ven txier indu/ier- 
baren. ggf. /.usat/lich gewebespe/ihschen Promotors stent, beseitigt worden ist. Das aufgrund tier in dem Konstrukt enl- 
haltenen erlindungsgeniaBen DNA expnmierte GnTI-Pn/> m txier Protein mil GnTPAkti vital komplementiert in diesem 
Palle tlie in tier A usgangs pllan/e fe blende GnTI-.Aktivitat. 

0 
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* Gleichfalls in Betracht ge/.ogen^^Mtn transgene Pllan/en. in denen die in dcr AusMW^pllan/.e bereils vorhandene 

GnTPAkti vital durch /usal/liche 1 expression des durch ein erfindungsgemaBes Konslrukt eingeschlcustcn C int [-Trans- 
gens erhohl isl. Pin hei der Untersuchung des Iin/.vnis N- Acei\ Iglucosaniinv I Iran si erase I in P II an /.en he ste lien des 
TTauplproblem war bistang die uberaus gennge Expression des GntT-Gens in vivo, verbunden niit einer uberaus genngen 
En/y maktivitai, die entsprechend sehwer naeli/uvveisen war. Durch Coexpression einer erfindungsgemaBen DNA kann s 
das Problem /u ge ringer GnTPEn/vmakli vital hei Ptlan/.en behoben werden 

Tn diesem Palle kann es hcvor/ugt sein. fur die Transformation von Pllun/en erfindungsgemaBe DNA ein/usei/en, die 
/usat/lich einen Sequen/abschnilt umfaBt, der nach 1 Expression cine vereinfachie Detekticrung und/oder Anrcicherung 
b/w Reinigung des Proteinproduktes mil GnTI-Aktivitat ermoglicht. Beispielsweise gclingi dies durch Einsat/ einer 
spe/iellen DNA-Sequenz fur die Expression eines rekomhinanten GnTPEn/\nis, die cine N- oder C-ternunale Sequen/- io 
verlangerung triigt. die einen Affinilatsmarker kodierl. 1st /usat/lich ein Aminosauresequen/abschnitt /wischen GnTI- 
En/ym und Affinilatsmarker vorgesehen, der cine Erkennungsstelle fur cine spc/.iiische Protease darstelll, kann durch 
nachtriiglichen Einsat/ dieser spe/itischen Protease die N- oder C-terminale Sequen/verlangerung von dem GnTT-En- 
/ym ahgespalten und das GnTr-En/ym dadurch isoliert erhalten werden. 

Pin Beispiel hierfiir ist der Einsat/ einer erfindungsgemaBen DNA-Sequen/, die das rekombinante GnTI-En/ym mil is 
einer C-terminalen Sequen/verlangerung, die den Affinitatsmarker AWRIIPQPGG ("Strep-tag"; Ref. 39) kodiert, und 
einer da/wischenlicgenden Proiease-Erkennungsstelle, tPGR, kodiert. Die Expression der erfindungsgemaBen DNA lie- 
fert GnTI-Pnzyme mil der angegebenen G-ternrinalen Sequen/verlangerung, Liber welche die exprimierten Proteinmole- 
kiite spe/ifisch an cine Strcplavidin-denvatisierte Matrix binden und so isoliert werden konnen. Mittels der die Amino- 
sauresequen/ FEGR spe/ifisch erkennenden Protease Paktor Xa kann der GnTI-Anieil der Proteinmolekule dann freige- 20 
sei/i werden. Alternaiiv kann das vollsiiindige Protein von der St reptavidin-deri vatisierten Matrix mittels Biotin oder 
Biotinderivaten ah ge lost werden. 

Pin weiteres Beispiel stellen erfindungsgemaBe DNA-Sequen/en dar, die ein Protein kodieren, das /.usat/lich /u ei- 
nem GnTPPn/ym eine Mehr/ahl. /. B. 10, N-terminal angefLigte TTislidin-Reste ("TTis-tag") umlaBt, Pine Tsolierung 
b/w Reinigung tier exprimierten Proteine kann aufgrund der N-terminalen Tlistidin-Resle leicht durch Yletall-Ghelai- 2s 
Affinitatschromatographie ( /.. B. Ni-Sepharose ) erfolgen (vgl. auch Beispiel 5). 

Die Erhndung umfaBt gleichfalls Teile derartiger transgener Pflan/.en, entsprechend transformierte Pflan/en/el len, 
iransgene Samen und transgenes Vermehrungsmalerial. 

Pin weiterer /entraler Aspekt der Erhndung ist die Verwendung der vorstehend erlauierten Sequen/information /ur 
Gewinnung von Pllan/en mit vernnnderter oder fehlender N-Aeely Iglucosaniinv Itransferase I-Aktivitat. .*o 

Die Moglichkeiien /inn Aufhnden von Pllan/en mil verminderter oder fehlender N-Acety Iglucosaniinv Itransferase I- 
Aktivitat aufgrund cincs Gendefektes oder fehlenden Gens durch Hinsat/ crfindungsgemaBer Antikorper oder ertin- 
dungsgemaBer "Screening"- oder TTy hridisierungssonden wurden vorstehend bereits heschriehen. 

Xwei weitere Moglichkeiien hestehen in der erfindungsgemaBen Verwendung von "antisense"- b/w. "sense"-DNA- 
Konstrukten, die von der DNA-Sequen/ cincs Gntl-Gens einer Pflan/e abgelcilet sind, /ur Pr/eugung transgener Pflan- *5 
/,en mit verminderter oder fehlender N-Acet v lglucosaminyltransterase I-Aklivilal millels "homology-dependent gene si- 
lencing" (vgl. Ref. 16, 17). Die DNA-Sequen/. auf die /ur Pr/eugung der Konstrukte als Ausgangssequen/ /uriickge- 
griffen wird, kann dahei von der /.u trans forniierenden Ausgangspflan/e sclbst oder aher auch von einer anderen Pllan- 
/.envarietat oder -art stammen. rnsbesonderc linden "antisense"- oder "scnse"-Konsirukte, wie sic vorstehend unier den 
Punkten iii) und iv) erlautert wurden. Verwendung. Die eingeset/ten Konstrukte umfassen Liblicherw-eise mindestens 50 40 
his 200 und mehr Basenpaare. 

rnsbesonderc umfassen die hierfLir eingeset/ten Konstrukte mindestens 50 bis 200 unci mehr Basenpaare mit einer Se- 
quen/. die ausgehend 

von den uu Sequen/prolokoll angegebenen CDNA-Sequen/en und/odcr den entsprechenden Gntl-Genen unoV 4 s 
oder 

von den vorstehend erlauierten erfindungsgemaBen abgeleitelen DNA-Sequen/en und/odcr DNA-Pragmenten 
und/oder 

von DNA-Sequen/en insbesondere aus anderen Varielaten und Ptlan/cnarten, die N-Acetylglucosaminy Itransfe- 
rase T kodieren und aufgrund einer TTybridisierung mit Ilybridisierungs- oder "Screening"-Sonden, wie sic vorste- so 
fiend unter Punkt iii) und iv) definiert wurden. unler stringenten Bedingungen aufgefunden werden konnen, 

abgeleitei wird. 

Die Konstrukte enthalten in der Regel einen starken konstituli ven oder indu/ierbaren. ggf. /.usat/lich gewebespe/ifi- 
schen Promotor, unter dessen Kontrolle die "antisense"- oder "sensc"-DNA-Sequen/abschnitte stehen. ss 

Bei der Pr/eugung transgener Pflan /en tiureh Integration von "ant i sense" -Konstrukt (en ) in das Pflan/engenom oder 
durch virale Infektion von Ausgangsptlan/en oder -pllan/.en/ellen durch "antisense"-Konstrukt( e ) enthaltendes Virus fur 
eine extrachromosomale Propagation und Transkriplion des "antisense"-Konslrukts oder tier "anlisense"-Konstrukte in 
infi/iertem Pllan/engewebe isl beahsichtigt. auf RNA-Pbene eine ITy bridisierung von Transkriplen des GmT-Gens mit 
franskripien des "antisense"-DNA-Abschnius /u er/iclcn. die die Translation der Gnll-mRNA verhindert. Die holge ist 60 
eine transgene Pllan/e mit stark verringerten Gehalten an N-Acetylglucosaininyltrans-ferase I und daniit einer stark ver- 
nngerten entsprechenden En/ymakti vital. 

l ; Lir die erfindungsgemaBe 'fransformaiion von Pllan/en mit "antisense"-Konstrukten konnen beispielsweise Kon- 
strukte eingesel/l werden. die mit einer der komplellen, in Fig. 2 und im Sequen/protokoll auf gcfLihrten cDNAs oder 
entsprechenden, in der Regel mindestens 50 bis uber 200 Basenpaare umfassenden Abschnitten derselben hy bridisieren. r>s 
rnsbesonderc hcvor/ugt ist daniberhinaus die Verwendung von Pragnienten, deren Transkripte /usat/lich /u einer Ilybri- 
disierung mit einem Teil des 5-untranslaiierten Bcreichcs dcr ( inil-niRNA fLihren, an dem oder in dessen Nahe sich nor- 
maierweise die Anhettung der Ribosomen voll/iehen wiirde. Beispiele t'Lir derartigc Konstrukte sind in Fij^. 4 ge/eigi. 
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Angesichis dcs Vorkomme^^riner Isoform in Solanum lubcrosum mil wahr^Pphlich c\ toplasmatischer Fokalisie- 
rung aufgrund des fehlenden Membranankers (As 10 bis 2 { )) mit noch unbekannter Funktion kann es w unschensw ert 
scin, lediglich das N-Acetv Iglucosaminy Itranslerase [-l:n/yni /.u erfassen, das in den ( jolgi-/,islernen lokalisiert isi, d. h. 
nur jenes Fn/ynt, das den Membrananker umfaBt. Fin Grund fur diesen Wunsch kann das Beslreben oder im Fin/elfalle 
auch die Not wendigkeit scin. den ey toplasmatischen Melabolismus der Ptlan/en/el le, fiir den die ey toplasmaiische N- 
Acetv Iglucosaminy [transferase I womoglich von Bedeulung ist, so wenig als moglich /u beeintrachtigen. /u diesem 
/week konncn ertindungsgeniaB "aniisense"-Konstrukle eingesel/i werden, die b/.w. deren 'IVanskripie mit einem DNA- 
oder RNA-Abschnitt des Gntl-Gens oder der GntFmRNA hy bridisieren, der einen leii des .S'-untranslatierten Bereiehs 
und den kodierenden Bereich einsehiietflieh des Membranankers umfaBt. Fine Frstreckung des IIv bridisicrungsbe- 
reiehes bis Position 2t>6 der cDNA in Fig. 2 und SFQ ID NO: 1 wird in der Regel fur den genannien /week als unschad- 
lieh eraehtei. 

Bei der Fr/eugung transgener Pilan/en durch Integration von "sense"-Konst rukten in das Pflan/engenom oder dureh 
virale Infektion von Ausgangspilan/en vxier -ptlan/en/ellen dureh "sense"-Konstrukt(e ) enthaltendes Virus t'ureineex- 
traehromosomale Propagation und lixprcssion des oder der Konstrukte in inti/iertem Pflan/engewebe wird in Anlehnung 
an die Arbeiten von Faske et al. (Ref. 17) in Tabak von TTvbridisierungsphanomenen dieser Konstrukte mit dem endoge- 
nen GntFGen auf positranskriptionaler b/w. aut DNA-Fbene ausgegangen, die let/.lieh die Translation des GntFGens 
beeintrachtigen oder verhindern. Das Resultat sind auch in diesem Palle transgene Pflan/en mit verminderter oder sogar 
fehlcnder N-Acetyiglueosaminyltransferase I- Aktivitat. 

Verfahren /ur stabilen Integration dcrartiger "antisense"- und "sense"-Konstrukte in das Genorn von Pflan/en b/w. /ur 
viralcn Infektion von Pllan/en b/w. Pflan/en/ellcn 1 ur eine cxtrachromosomale Propagation und Transkript ion/1 \\pres- 
sion dcrartiger Konstrukte in infi/iertem Pllan/engewebe sind dem 1 achmann hekannt. Da/.u gehoren sowohl derdirekte 
ONA- Transfer (/.. B. in Protoplast en mitt els Flektroporalion oder durch /usat/ eines hochmolekularen Osmotikutns so- 
wie biolistische Methoden, bci denen DNA-umhiillte Teilchen in Pflan/engewebe gesehossen werden) wie die Verwen- 
dung natiirlicher Wirt/Veklor-Sysieme (/. B. Agrobakterien oder Ptlan/enviren ). lair cine virale Infektion von Ausgangs- 
pllan/en oder -pflan/en/ellcn durch entsprechende Konstrukte enlhaltcnde Viren fiir eine extrachromosontale Propaga- 
tion und IVanskripuon/Kxpression der Konstrukte in inh/ieriem Pflan/engewebe stchen eine Reihe spe/ieller Viren. wie 
Tabakmosaik virus iTMV) oder Kartoffel virus X (potato virus X), /.ur Vertugung. 

Beispielhafte Pflan/en, die fur cine derartige Integration in Frage konmicn, umfassen dikotvledone wie monokotvle- 
done Kulturpflan/en. insbesonderc Solanaceen wie Kartoffel, Tabak, Tomale und Paprika, /usat/lich wiiren Banane, Lu- 
zerne, Raps, Ruben, Soja. Salat. Mais, Reis und Getreide geeignete /ielpllan/en fur den Pin sat z homologer "antisense"- 
Konsirukie. Beispiclsweise erscheint die im Sequen/protokoll angegebene Sequen/ aus Arabidopsis lhaliana insbeson- 
derc als Ausgangssequen/ fur die crlindungsgemaBe Transformation von Brassicacecn, wie /. B. Rapspllan/en, mittels 
"sense"- oder "aniiscnse"-Konstrukten geeignct. Weitcre Pflan/en von Interesse sind jcgliche Pflan/en, die fur IVTedi/in 
und Forschung interessantc Gl ykoproteine expnmiercn. 

Allgernein soil festgehaltcn werden. rial;! die erfindungsgeniaBe Transformation von Pflan/en, die in dem entspreehen- 
den Bereich des Gntl-Gens eine Ilomologie von >7(K# auf Nukleotidebene /u den eingeset/ten erfindungsgemaBen 
"antisense"- oder "sense"-Konstrukten aulwcisen, in der Regel /u erfindungsgemaBen trans>zenen Pllan/en fiihrt. die die 
gewiinschte Verringerung der N-Acely lglucosaminy Itransferase I-Aktivitat aufweisen. 

Pane weitcre Moghchkeit wird lerner in eincr /lelgerichteten /erstorung ("Knock out") des N-Acety Iglucosaminyl- 
transterase I-Gens durch "gene targeting" mittels homologer Rekombination (Ref. 24) in eincr Zietpllan/e durch liinsat/ 
eines geeigneten, von der erfindungsgemaBen cDNA-Sequen/ abgeleiteien DNA-Fragments gesehen, ahnlich der Vorge- 
hensweise, wie sic beispiclsweise fiir Ilefe-Sv steme und Sauger clabliert worden ist. 

Die Frfindung umfaBt ferncr transgene Pilan/en, die nut den vorsiehend angesprochenen "antisense"- oder "sense"- 
Konsi rukten b/.w. mil diese enthaltenden Viren iransformiert worden sind. sowie Tcite dcrartiger transgener Pflan/en. 
entsprechend transformierte Ptlan/en/ellen, transgene Sanicn und transgenes Vennehrungsniaicrial. 

Verfahren /ur Fr/eugung transgener Pllan/en. /. B. durch Agrobakterien- oder Virus-vermittelten, wie auch direkien 
DNA-Transfer, sind dem Fachmann gcliiulig. Ilinsichtlieh beispielhafter Pilan/en fiir eine derartige Transformation gilt 
das vorsiehend ausgefiihrte, 

Die crlindungsgeniaBen b/w. criindungsgemaB gewonnenen Pflan/en mit verminderter oder fehlcnder N-Acel v Iglu- 
cosaminvltransfcrase I-Aktivitat konncn erfindungsgcmaB /ur ITerstellung von Glykoproteinen mit minimalcn und ein- 
heit lichen, also deiinierten /uckerresten eingcsei/t werden. Wie bereits erlautert, sind derartige Gly koprotcine fiir Medi- 
/.in und lorscluing vvm groBcr Bedeutung. Als preiswerte Rohstoff- und Nahrungsquelle sowie durch ihrc problemlosc 
Fnlsorgung iiber Kompostierung stellcn Ptlan/cn per se ideale Bi^ireaktoren dar. GemaB der vorstehend erlautcnen lir- 
lindung konncn jel/.t bivMechnologisch oder pharnia/eLiiisch relevante C ily koprotcine ( /. B. dlierapcutika mil niedngem 
Antigenpotenlial tur Sanger) in Kulturpilan/cn cxprimiert werden. in denen GnTI- Akti\ itai stark gedrossett isl oder voll- 
skindig fchlt. 

Die Flriindung umfaBt denicntsprechcnd auch cin Verfahren /.ur lir/eugung von City koproieinen mil minimalcn. cin- 
heit lichen und deiinierten /uckerresten, untfassend das /Lichten eincr ertindLingsgemaLV i n transgenen Pllan/c, von Teilen 
derariigcr Pllan/en oder von erfindungsgemaBen transforniierten Pllan/en/ellen. die jeweils das gewunschte (ilvkopro- 
tcin exprimieren. und das Isolicrcn des gew unschten (rlykoproteins aus dem ge/Lichtcten Material. 

Beispielhafle Kult urptlan/cn sind in diesem /usammenhang Solanaceen, insbesonders Kartoffel, Tabak. Tomate, und 
Papnka. Des weiteren konmicn Banane. Fu/erne, Raps, Ri'iben, Soja, Salat. Mais. Reis und Gelreide in Frage. 

Die SeqLien/ der cn/\ matisch gesteuerten. pilan/enspe/ifischcn N-Gly kan-VKxli tikalionen, denen sekreiorische Cilv- 
koproieine bci Passage durch den Golgi- A p par at ho he re r Pflan/en unterhegen. ist in Fij*. 1 se he matisch dargestellt. Die 
Blockierung der Biosy nthese durch fehlcnde oder un/ureichende N-Aeely Iglueosaminv Itranslerase F( CjlcNac-dransfe- 
rase I) -Aktivitai in eincr I^flan/e fiihrl da/u. daB anstelle "komplcxer" Glykane hauptsaclilich Glvkane des 
Vlan^GlcNAc—'l'v ps, also Gl\ koprotcine mit einhcitlichen und w ohldetinierten /uckerresten gebildet werden. die fur 
Medi/in und Forschung von uberaus holier liedeuiunii sind. 
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Ilicr/u konncn die Gene fur die^J^^pischlen Cily koproicinc in ihrcn naiurlichen Er/e^Wrpllan/en cxprimicrt werden, 
olic erhndungsgeniaB /.. B. niitlcls "antiscnsc"- odor "scnsc"-Konslrukicn /u iransgenen Pllan/cn mil verminderter oder 
fchlcndcr N-Acet y Iglucosaminy Transferase I-Aklivitat transformicrl wurden. 

Es besteht jedoch audi die Moglichkeil, crfindungsgemaBe transgene Pllan/cn mil vcrmindcrtcr oder fchlcndcr N- 
Aceiy Iglucosaminy llranstcrasc I-Akii vital cin/usci/cn, die /usat/hch mil dem Gen fiirdas gesuchte Glycoprotein trans- S 
formiert worden sind. ITier/u konncn Konstruktc eingeset/l werden, die das Gen fur das gesuchte CJIykoprotcin unter der 
Kontrolle eines slarken. konstituti ven odcr indu/ierharen, ggf. /usal/lich gewebespe/ihschen Promolors cnthalten und 
die /u cincr Integration des ( lens in das Cienom der Pflan/e fiihrcn. Alternativ kann die Transformation aueh durch viralc 
Infcklion durch ein das Gen fiir das gesuchte Glycoprotein enihaliendes Virus fur cine extrachromosomale Propagation 
und Expression des Gens erfolgen. Das ( ily koprotein kann dann in der jcweiligen Wirtspflan/c expnmicrt und daraus ge- ! o 
wonnen werden 

lis kann dahei selbst verstandlich alternativ aueh so vorgegangen werden. daB /unachst cine Transformation mil einem 
Expressionskonstrukl odcr Virus, das die kodierende DNA des Glycoproteins enthalt, vorgenommen wird und erst da- 
nach cine weitcre Transformation mil einem odcr mchreren erfindungsgemaBen "antiscnsc"- odcr "scnsc"-Konstruklcn 
odcr einem odcr mchreren Viren, die cnisprcchendc DNA cnthalten, erfolgt. Pine gleieh/eitige Transformation mil bei- is 
den Konsiruklcn odcr mil einem Virus, das sowohl das "antiscnsc"- odcr "sense"-Konsirukl als aueh das das gesuehte 
Glycoprotein kodierende Gen enthalt. ist ebenfalls moglieh ( "TTuekepaek"- Version ). 

[m Rahmcn der Prfindung wird aueh cine viralc Uberinfektion crlindungsgemaBer transgener Pllan/cn, bci denen be- 
reils cine Integration des "antisense7"sense"-Konstrukts und/odcr des das gesuehte Glycoprotein kodiercndcn Cicns im 
Gcnom vorliegt. durch Viren, die " an ti sense"/" sen se"-Konstrukt und/oder das das gesuchle Glycoprotein kodierende :o 
Gen cnthalten. fur cine /usat/liehe extrachromosomale Propagation und Transkription b/w. Expression dieser DNA in 
Beiraebt ge/ogen. Ilierdureh konncn die Kon/entraiionen an "aniisense"- b/w. "sense"-DNA oder exprimicriem Glyco- 
protein in den iransgenen Pllan/en/ellen erhoht werden. 

Eiir die erfindungsgemaBe Gewinnung delinicrt glykosy lierter Glykoprotcine kann sieh cine Verwendung gewebespe- 
/ihscher Promotoren beispielsweise in 1 alien als sinnvoll erweisen, wenn beubsichtigt ist, die gewiinschien Glykopro- J 5 
teine nur aus bestimmten Pllan/entcilen, wie der Knolle odcr den Wur/eln. /u gewinnen. Eur eine gan/c Reihe von Pllan- 
/engeweben stehen heulc gewebespe/ihsche Promotoren /.ur Verfugung. die cine Expression von Eremdgenen spe/icll 
nur in diesen Geweben bewirken. Beispielhaft konncn hier knollcnspc/iiische Promotoren, wie Patatin Klasse I- (Ref. 
26) und Proteinase Inhibitor II-Pronioioren (Ref. 27) aufgefuhrt werden. Beide Promotoren /eigen unter bestimmten Be- 
dingungen ebenfalls Expression in Blattgewebe, d. h. konncn durch hohe Metabolitgehalte (wie /. B. Saccharose) und im M) 
Eall des Proteinase inhibitor ri-Promotors aueh durch niechanische Vcrwundung odcr Bespruhen mil Abscisin- b/w. Jas- 
monsaiire indu/iert werden. 

Eine Vervvendung gewebespe/ihscher Promotoren kann aueh dann ange/eigt scin, wenn sieh die fur die Iransfornia- 
tion eingeset/te erfindungsgemaBe DNA-Sequen/ b/w. deren Transkriptions- oder Translationsprodukte fiir bestimmte 
Pflan/cnteile als ablriiglich erweisen, /.. B. durch negative Einwirkung auf den Metabolismus der enisprechcnden Pflan- 
/en /el ten. 

Als beispielhaftes /icl-Cily koprotein komml humane Gl ucocerebrosidase /ur Therapie der erbhehen "Gaueher"- 
Krankheit (Ref. 25) in Crage. /ur Gewinnung von humaner Glucoccrebrosidase (GG) mil einheitlichcn und definierten 
Zuckerresten konncn beispielsweise erfindungsgemaBe miticls "ami sense" -DNA trans formiert e Pllan/cn mil dem Cien 
fiir humane Glucoccrebrosidase iransformien werden. Dafur wird die eDNA-Sequen/ fiir humane Glucoccrebrosidase 40 
(Ref. 38) mittels PGR unter Vervvendung genspe/ifiseher Primer am 3'-Ende so modili/ieri. daB das rekombinante lin- 
/vni cine G-lcrminalc Sequen/verlangerung tragi, die einen Afhnilatsmarker (/.. B. AWRTTPQPGG, "Strep-tag"; Ref. 39) 
und gegebenenfalls aueh eine Protease-Erkennungsstelle t /. B. IEGR) /wischen GnT I-En/y mabschnitt und Affinitats- 
marker kodiert. Die so veranderte GC-cDNA-Sequen/ wird unter Verwendung eines slarken und ggf. gewebespe/ih- 
schen Promolors (/. B. fiir Kartoffel unler Kontrolle des knollenspe/ilischen B33-Patatin-Promotors) in erfindungsgc- 4.s 
maiden Gntl-antisense-Pllan/en expnmicrt, so daB das in diesen Pflan/cn sy nthetisiertc En/ym aussch lieBlich wohldefi- 
nierte N-Glykanc tragi. Der Affinitatsniarker soli die Anreicherung des rekombinanlen En/yms aus den iransgenen 
Pllan/cn crleichtcrn. In diesem l ; alle binden die exprimierien Proteinmolekule ( . "GC'-Strep"- VIolekule ) Liber die Atlini- 
t atsmarkersequen/ an cine Streptavidin-derivalisierte Matrix und konncn von dieser mittels Biolin odcr Biotinderi vaten 
abgelost werden. Die Ablosung von der Strcptavidin-derivatisierten Matrix kann aueh mittels kataly lischer Mengen einer .so 
Protease erfolgen. die eine Spe/ifitai fiir die /wischen dem GnT I-En/y mabsehnilt und dem Atlinitatsmarker befindhche 
Protease-Erkennungsstelle aufweist. In diesem Ealle wird nur der GnT I-En/y mabsehnilt von der Matrix abgelost. Dies 
kann insbesondere in dem Ealle von Vorteil sein, wenn die Aftinitalsmarkersequenz eine nachleiligc Wirkung auf die 
GnTI-Akti vital ausiibt . 

Die MansGlcNAc : -Glykane der aus den erfindungsgemaBen Ptlan/en gewonnenen Glucoccrebrosidase werden auf- .ss 
grund ihrer terminalen Mannose-Reste von Makrophagen als Aufnahmcsignal erkanni und konncn daher direkt /ur The- 
rapie der erblichen "Gaueher-Krankheif ' eingesel/t werden. Eine Therapie ist der/eit nur durch aufwendige Isolierung 
und Dcgly kosvlierung nati ver Glucoccrebrosidase moglieh (Ref. 25). 

Die Ilerstellung rekombinanler Glykoprotcine laBt sieh dementsprechend durch den Einsat/ pllan/licher Gntl-Se- 
quen/en im Vergleich /u herkommlichen Verlahren. /.. B. der tcchnisch autwendigen chemischen Dcgly kosy lierung ge- U) 
reinigtcr Cily koprotcine (Ref. 25) oder einer schwierigen und teuren Produktion in GnTI-defi/ienten ticrisehen /ellinien 
(Ref. 7, 10), stark vcrcintachen. 



Erlauterung der Eiguren 

Fig. 1 Sequen/ der pllan/enspe/i fischen N-( ilvk an-Modi fi kalionen. denen sekretorische Cily koprotcine bei Passage 
durch den Golgi- Apparat hoherer Pflan/cn unletiiegen (Ref. 2S). Der Biosy ntheseblock /u "koniplcx"-inodili/iertcn 
Glvkanen bcruht auf einem Deh/it an GnTI-Akti vitat ( hervonierufen entweder durch defektcs odcr fehlendes Gn IT-lin- 
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/viii oder dureh ellekiive Dr^^clung der ( in! I-C ienexpression ) unti isi dureh o^JPPeu/ niarkieri. Bedeuiung der Svm- 
bole; I ueose-Reste, (X) Xy lose-Reste. ( • ) CileNae-Reste. ( lj ) Mannose-Resle. 

Fig, 2 VoUstandige eDNA-Sequen/ einer pllan/liehen (inTl aus Kartoffel (Solanuni tuberosum L. ) und davon abge- 
leitete Aminosauresequen/ I:\cniplarisch ist die vollstandige cl)NA dor tint LIsoform mil Vlembrananker aus Kartollel- 
s blattgewebe (Al ) dargestellt. Die LeoRI/Not LLinker an den 5'- und 3'-Lnden der cDNA sind dureh 1 ettdruek hervorge- 
hoben. die Bmdestellen der fur die RT-PCR-Sonde verwendeten degenerierten ( Migonukleotuie sind untersiriehen. Im 
(iegensat/ /u bereits publi/ierien lierisehen ( inLLSequen/en cnt halt die abgeleilete Proleinsequen/. der Karl of fel 
eDNA-Klone eine potentielle N-Cilykosy lierungssielle: Asn-X(ohne Pro)-Ser/Thr, die mil einem Stern niarkieri ist. Die 
Region des Menibranankers ist kursiv liervorgehoben ( As 10 bis 29). Der Beginn der moglieherweise im (\tosol lokali- 
10 sierten Tsoforni ( A8) ist dureh oinen Pfeit gekenn/eiehnet. 

Fig. 3 A, identities- b/w Ahnliehkeitsgrad der abgeleilelen Aminosauresequen/ einer vollstandigen (intl-eDNA-Se- 
quen/ aus Kartolfel (Al ) im Vergleieh mil anderen, aus Daienbunken ausgewahlien CinTLSequen/en tieriseher Organis- 
men. Identisehe Aminosaurepositionen (in ( /r ) sind Let l gedruekt, ahnliehe Aminosaurepositionen stehen in Klammern 
darunter. Bedeuiung der Kur/.el: TIu, Menseh; Ra, Ratte; Mo, Maus; (Y\ Caenorhabditis elegans (Spulwurm); St, Sola- 
is num tuberosum (Kartoffel) 

B, Vergleieh tier abgeleiteten Aniinosauresequen/en versehiedener pllan/lieher ( intLeDNA-Klone. A Stb-A 1 , CinTi aus 
Kartoffelblatt; B Ntb-A9. Cin'fl aus Tabakblatt (A9); e A lb- Per, ( in'f I-Teilsequen/ aus Arabitiopsis thaliana Blatt- 
mRNA ( 146 As) Ttientisehe As sind sen. war/, ahnliehe As hellgrau markiert. 

Fig. 4 Klomerungssehema tier verwendeten ( intI-"antisense"-Konstrukle. In die Sall-Sehnittsteile tier Polvlinkerre- 
20 gion des pflan/liehen Lxpressionsvektors pA35 (Ref. 29) wurde naeh Auffullen der linden ein Noll- Linker einget uhrt ( = 
pA35N) unti die vollstandige Al -Cintl-eDNA Liber Not Tin pA35N inseriert. Das entspreehentie "aniisense"-Konsirukl ( = 
pA35N-Alas) wurde Liber LeoRI und Ilindlll in tien binaren Vektor pBin!9 (Ref. 30) inseriert. Des weiteren wurde naeh 
PCR-Amplilikaiion ein ea. 270 lip unifassendes 5'-Lragnient tier Al-Gntl-eDNA Liber XbaL unti NotLSehnittsiellen in 
pA35N in "antisense"-Orientierung kloniert (= pA35N-A 1-kurz) unti ebenfalls in pBinl9 insenert. AbkLir/ungen: Zah- 
JS len in Klammern, Positionsanguben tier Restriktionssehnittslellen in tier A 1 -GntLeDNA (in Basenpaaren ); pBSK, Klo- 
nierungsvektor (.Stratagene); p(iLM3Z, Klonierungsvektor (Promega): ( 1 aMV p3sS, konstitutiver Blunienkohl-Mosaik- 
\ irus-35S-Promotor; OCSpA, Oetopinsynthase-Polyadenyherungssignal; pNOS, Nopalinsvnthase-Promotor; NLO, 
Neoniyeinphosphotransferase ( Seleklionsmarker. venuittell Kanamyeinresisten/), NOSpA, Nopalinsvnthase-Polvaden- 
y lierungssignal; LB/RB, "left/right border" der T-DNA ties binaren Vektors; Pteil, Translaiionsslart (ATG): A8. Beginn 
.*o tier potentiell eytosoliseh lokalisierten (inti-Isoform (7 As- Austausehe i rn Vergleieh /u Al ). 



Lrlauterung tier im Text verwendeten AbkLir/ungen 



As, Aminosaure(n); Bp, Basenpaar(e); LMS, Lthylniethansuifonai (mutagene Chemikalie); L2, /weite Lilialgenera- 
vS tion; Lue, I ueose; Gle, Glucose; GleNae, N- Aeety iglueosarnin; GnTI. N- Aeety Iglueosaminvllransferase I (LG 
2.4.L101 ); Cint T, Gen fur (in TI ( Kern-codiert ); Man, Mannose; PGR, Poly merasekettenreaktion; PAGL, Poly aery lamid- 
gelelektrophorese; Ref., Releren/; RT-PGR. Reverse Transkriplion gekoppelt mil Poly merasekettenreaktion; SDS, Na- 
triunuitxieey lsulfat; Var, Varietal; Xyl, Xylose. 

Die Lrfintiung wird nun anhand von Beispielen eingehender erlautert. Die Beispiele wertien lediglich /ur Veransehau- 
40 lichung tier l-rfindung aufgefiihrt unci beseliranken tiie lirfintiung in keiner Weise. 

Bsp. I; Isolierung und Charakterisierung von pllan/.Iiehen CJntl-eDNA-KIonen. 

Aus Kartoffel- unti Tabak-Blattgewebe wurde (iesaml-RNA isoliert und mil ids Rl-IX'R in Kombination niit tiegene- 
nerten Primern (Vt^rgehen analog /u Ref. 31 ), die vt^n konservierten Aminosaurebereiehen bekannter CinTLSequen/en 
aus lierisehen Organismen abgeieitet wurden ( "sense"-Primer 1*, 5'-'lX.i (< .T) C.i(( v f )I (AT) (i\C)\ (JCT 'IXiCi (AClAtC'T) 

4. s CJA(C V D AA(C"n-.V; "antisense"-Pnmer 3*, ICC ITiAC) \CC ( AC( YV)G(CC ) (ACi)AA (ACi)AA ( A(i ) r f( 1 -3'; je 

30 pMot Primer pro 50 ul PCR-Ansat/. bei 55' C "annealing"-'lemperalur und 45 /yklen), eDNA-Lragmente von ea. 90 
Bp amplifi/iert. Naeh Clelelution wurden tiie linden tier PCR-Produkte repariert (ti. h. tiureh DNA- Poly me rase I glatte 
Lntien er/eugt und mil T4-Polynukleotid-Kinase phosphory liert ) unti in tiie lieoRV-Sehnittstelle von pBSK ( Stratagene) 
kloniert. Die Idem it al tier abgeleilelen Aminosiiuresequen/en tier Kartoffel unti Tabak RI-PC'R-Protlukte konnie tiureh 
>o Vergleieh mit bekannten CinTI-Sequen/en /wisehen tien Primern (Pfeile) als homolog beslatigt wertien; 
->Q(R/M)QLVQDP(D/Y)ALYRS ^ Chomologe As untersiriehen). Von je einem der Klone wurden mittels PCR radio- 
aktiv markierie Sonden synthetisiert (Stantiarti-P( 'R-Ansat/ mit degenerierten Primern wie oben, Nukleotitimisehung 
ohne dC'lT, tiafur mil 50 uC'i a-'-P-tlC TP [>3000 ( 1 i/mMol| verset/t ) unti versehietiene eDNA-Banken mit tien entspre- 
ehenden homologen Kartolfel- b/w. Tabak-Sonden auf CintMialtige Klone tiurehgemuslerl ( Vorgehen analog /,u Ref. 31; 

5. s "stringente" TTy britlisierungsbetiingungen wurden bereits oben im Te\t tiefiniert). Die eDNA-Banken wurtien mit mRNA 

aus jungen, nt>eh waehsenden Ptlan/enteilen ( "sink"-(iewebe ) hergestellt. Naeh eDNA-Sy nihese unti Ligieren vt^n Leo- 
RI/Notl-Atlapioren ( eDNA-Sy nthese-Kit, Phannaeia) wurde mil lieoRI-kompatiblen Lambda- Armen ligiert, tiiese ver- 
paekt unti tlamit L. eoli XL 1 -Blue-/ellen transli/iert (Lambtla /APH Klonierungs- unti Verpaekungssy stem, Strata- 
gene). Naeh Amplifikation tier Banken wurtie je ein vollstandiger Cintl-Klon aus einer KarlolVelblali-"sink"-Bank (Al 

c>0 genial Fij». 2 unti SLQ TD NO: 1 ) unti einer TabakblaU-"sink"-Bank ( A 9 genial;'. SLQ ID NO: 3), sowie /.wei weitere 
Klone aus einer Knollen"sink"-Bank istMiert ( A(). A8). Die abgeleiteten ( .inTL Aminosauresequen/en enthalten im Cie- 
gensat/ /u tlenen vt^n Tieren eine potentielle N-Cilykosy lierungssielle, Asn-Xltihne Pro)-Ser/Thr. Line tier Cinil-cDNA- 
Sequen/en aus KnvMlen tragi vor dem ersten Methionin Slop-( odons in alien tirei Leserahmen (AS). Der eodierende Be- 
reieh ist /u tlem liingeren Knollenklon (AO) stark homolog (nur 2 As- Austausehe ), tragt jetloeh eine vollig antiere 5'-un- 

(i> iranslatierle Region. Des weiteren fehlt tier t'iir tlas Ciolgi-Ln/vm eharakieristisehe Vlembrananker, so da IS tiiese Cinll- 
r so form im (\tosol lokalisiert sein konnie. Sequen/vergleiehe wurtien mit T Ti I to tier "gap"- b/w. "pileup"- untt "bo\"- 
Opiion ties C i( X i-' ( soft ware"-Pakets (J Devereux. P Uaeberli, () Smithies ( 1984) NueTAeuis Res 12: 387 395) erstelll 
unti /eigen. tialS tiie abgeleiteten pllan/liehen (.inTI-Antinosauresequen/en /u denen aus lierisehen Organismen nur 
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30 4() r v Mentitai und .^7 59 r / AIt^|HklmI aufweisen (Fig. 3A), untereinander aber holWionioloi! sind ( > 90' y , Fig. 

3B). 

Bei Arabidopsis I ha liana wurde analog vorgegangen, wo bei die erhaltene (InTI-Teilsequen/ durch RT-PCR mil (Intl 
"sense"-Primer 4A (5 , -AIXXXjAy\A(iC , riX;C.;/Vr(V CCA GTG GC(AG) GCY G'YA GTT GTT A'lXi (.i(T TGC-3'; 
IlindllT-Sehninstelle unterstrichen, BanilTI lot i gedruckt) und ' antisense"-Primer 3* wic vorstchcnd dclinicn. ampliii- 
/icn wurdc. Die durch Scqucn/icrung erntitielte Nukleinsauresequen/ ist in SFQ ID NO; 5 aufgetuhrl,, 

Bsp. 2: Funklionelle Koniplemenlierung cincs ( inTI-Defekis mil GntFeDNA bci transicntcr l ; \prcssion in Protopla- 
slcn der Arabidopsis thaliana Cgl-Mutanie. 

Ca. 4 Woe ben nach Aussaat wurden Proioplasien aus Blaitern sienl ange/ogener egl- VTuianien ( "Nichtfarber"-Pflan- 
/en nach 5 Ruckkreu/ungen. Ref. 1 3) isoliert und nut Fxpressionskonstruklen der vollstandigen Gnt 1-cDNA-Sequen/en 
( NolFcDNA-Fragmenie, vgl. Fig. 4) in "sense"- (pA35N-Als b/w. pA35N-A9s) oder "anlisense"-()rieniierung 
(pA35N-Alas b/w. pA35N-A9as) transformiert und fur 96 Std. bei Raumtemperat ur abgedunkeli kulii vicn (jo 50 fjg 
Plasmid-DNA pro 1 Mio Proioplasien. PFG-Methode nach Ref. 32). AnschlieBcnde SDS-PAGF der Protoplastenex- 
trakte und "Western Blot "-Analyse (analog /u Ref. 13, 33) /.eigte liinktionelle Komplementierung des GnTI-Defekts. 
d, h. "kornplcxe" Glykosv lierung /ahlreieher Proteinbanden bci transicntcr 1 Expression der Kartollcl Al- und Tabak A9- 
" sense"-, nicbt aber der entsprechenden "antisense"-Konstruktc in Proioplasien der Arabidopsis Cgl-VIutanie (Daten 
nicht ge/eigt ). 

lisp. 3: Klonierung tier biniiren Fxpressionskonstrukte pBin-35-Alas und pBin-35- A 1 -kurz (vgl, Fig. 4). 

In die Sall-Schmttstelle der Poly linkerregion (entsprieht puel8) des pflan/liehen l:\pressionsvekiors pA35 {Ref. 29) 
wurde nach AuHullen der linden ein NotFFinker eingefuhrt (pA35N), und die vollstandige Al-Gntl-eDNA (Nukleotide 
9 bis 1()57, geniaT der cDNA in Fig. 2) Liber Not! in pA35N insericrt ( "scnse"-Konstrukt pA35N-Als b/.w. "antisense"- 
Konsirukt pA35N-Alas). Die Fxpressionskasseiten der "sense" b/w. "antisense"-Konstrukte wurden Liber die terminalen 
Schnitistcilcn (Ncol-Schnillstelle aufgefullt. rnit TTindlTI partial nach vcrdaut ) als ca. 2410 Bp-Fragment isolierl und in 
die FcoRF (aufgefullt) und TTindlir-Schniltslellen des biniiren Vekiors pBinl9 (Ref. 30) insericrt (= pBin-35-Als b/w. 
pBin-35-A 1 as). Durch Fusion tint derebenfalls autgetulltcn Neol-Sehnittsielle des Fragments wird die FcoRl-Schnitt- 
sielle des Vekiors regeneriert. /usal/lich wurdc in einern Slandard-PCR-Ansal/ t "sense"-Primer: KS-Sequen/prinier 
(Stratagene). verlangert tiir PGR, 5'-GGC (XX* (XX 1 TCG AGG TCG \CG GTA TCG- 3'; "antisense"-Pnnier: 5'- 
GGGCVTCIAGACTCGAG AGC (CT)AC TAG TCT TCC TTG CYG CYC, CCY AAY CY'Y Go', Xbal-Sehnittstelle 
unterstrichen. Xhol-Schniitsielle kursiv) bei 50 M C "annealing M - r remperatur ein 5'-Fragment der Gntl-cDNA amplili/ieri 
(Nukleotide 9 bis 261, gemaB der cDNA in Fig. 2 und SFQ ID NO: 1 ). Das PCR-Produkt wurde mil Xbar (im "anti- 
scnse"-Primer) und Notl lim 5'Tdnker der cDNA) verdaul, als ca. 260 Bp-Fragment isolierl und in pA35N kloniert ( = 
pA35N-A 1 -kurz). Die Fxpressionskasselte des kur/en "antisense"-Konslrukts wurde als FcoRr/TTindlll-Fragiiient (ca. 
1020 Bp) ebentalls in pBinl9 inserieri ( = pBin-35-A 1 -kur/). 

Bsp. 4: Transformation von Agrobaktcrien durch die biniiren Gntl-Konstrukte und Regeneration von transgenen Kar- 
t oft el- b/w. Tabakpflan/en aus inti/ierten Blattschciben. 

Die biniiren "antisense"-( ini [-Konstrukte ( p Bin- 35- A 1 as b/w. pBi n- 35- A 1-kur/i wurden in den Agrobakterien- 
Stamm GV2260 trans formic rt (Ret". 34, 35). Vlit den rekombinanicn Agrobaktcncnhnicn wurden exemplarisch sterile 
Btaltscbeiben von KartoHelpllan/en der Var. Desirce b/w. Tabakpllan/en der Var. Wisconsin 38 infi/iert (50 ul ciner fri- 
schen Ubernachtkultur in 10 ml llussigem 2 NFS -Medium: 2'f Saccharose in Vlurashige & Skoog S al //Vitamin- St andard- 
Mediuni. pTI 5,6; Blatistijckchen ohne Mittelrippcn; ('okuliivicrung 2 Tage dunkel in Pllan/en-Kliniakamnicrn ). Nach 
Waschcn der inh/iertcn Blattst iickchen in 2MS-Mediuni mil 250 ug/ml (Matoran wurden aus diesen in Oewebekuttur un- 
ter Kanamvcin-Seleklion iransgenc Ptlan/en regenericrt ( Kartoftelprotokoll Ref. 26; Tabakprotokol! Ref. 36) und auf re- 
du/ierte ( in Y\- Aktivitat getestct (Daten nicht ge/eigi ). 

Bsp. 5: (iewinnung von rekombinaniem Kartoftel-Cin TT-Protein ( /ur Antikorpcrproduktion ). 

Vlit ITilfe des pF'f-S vstenis (Novagen) wurde rekonibinantc CinTI mil 10 /usat /lichen N-terminalen ITistuiin-Resten 
("Tlis-tag") in \i. codi er/eugl und durch Metall-C 'helat- Atlinitatschrotnatogratie gereinigl. Fin cDNA-1 Vagnienl, das die 
Nukleotide 275 1395 der Kartoffel Cmtl-eDNA umlaBt (entsp. As 75-446,Vig. 2^b/w. SF;Q ID NO: 1 und 2), wurde mil- 
ids Standard-PCR ( "annealing"-lempcrai ur 50'X\ 30 Xvkien, Ref. 31) ampiili/iert ( "sense"-Priiiier Cintl-5'fus; 5'- 
( , A1X;<:;A1XX , C YC GAG AAG CCY GAG GAG CAGGAG 'YGC CGG ( , -31 "antisensc"-Pnmer C;ntI-3'stop: 5'- 
AlXXXXiGCFVlXXXI ('TA CG'Y AYC TYC AAG YGC AAG TTG-3'; Xhol- b/w. BamlTT Schnitistcilcn unterst richen, 
Stop-Codon kursiv), und Liber die Restriktionssehnittstellen der sy nthetischen Primer O'-XhoI-Cinil-BaniTTW) in den 
Vekior ppyflob (Novagen) insericrt (= plil-TTis-A 1 ). Nach Vermehrung und Analyse in F. eoli XFFBlue (Stratagcne) 
wurde das Konstrukt als < jlycerinkultur archivlert. /ur Uberexpression w unlen kompetentc 1 H 1 eoli BF2 1 ( DF3 )pFysS- 
/ellen (Novagen) mit pIil-TTis-Al iransformiert. /ugabe von IPTG ( Isopropyl- 1 -thiop-D-galaktopyranosid, ad 0.5 2 
mM) /u ciner loganthniisch wachsenden BF2 1 -Kultur indu/iert /unachsl die Fxpression von ( baktenenchromosomaler) 
17-RNA-Poly merase und damit ebentalls die Fxpression des rekombinanten I 'usionsproleins, das in pFT-Vektoren (No- 
vagen) unter T7-Promotor-Konirolle steht. Aus indu/icrtcn BF2 1 :pFT-Tlis-A 1 -/ellen wurdc rekonibinantc Kartoffel- 
CJn'rr mit "TTis-tag" unter denaturierenden Bedingungen (TTersteller-Protokoll, Novagen) miltels Metall-( 'helal-C liroma- 
tographie an TAFON-Mairix ((lontech) gereinigl und die Preparation mittcls SDS-PACIF- auf Flnheitlichkeit Liberpriift. 

lisp. 6: Fr/eugung von polyklonalen Antikorpcrn in Kaninchen. 

Rekonibinantc Kartotfci-( jnl d (aus lisp. 5) wurdc als Antigen verwendet. Nach F'ntnahme von einigen Millilitcrn Prii- 
Imniunseruin wurde den Kaninchen in dreiwochigen Abstanden 300 500 ug alftnitatsgereinigtcs Protein /usammen mit 
25 ug CiMDP-Adjuvans (CJerbu) SLibcutan inji/icrt. Nach drei Iiasis-ln jektionen wurden die Here 12 bis 14 Tage nach 
der jewciligcn Folge-Injektion ("Boost") aus der Ohrvcne geblutel, das Serum gewonnen (Ref,. 37) und auf Frkennung 
pilan/lieher ( In ld in "Western Blot "- Analvsen ( 1 : 200 bis 1 : 2000- Verdiinnung ) getestct. Das Antiserum der "Boosts" 
mil gcringstem TTintergrund-/u-Signal- Verhaltnis wurde mil (),04''v Nairiuma/id versei/.t. aliquotieri und bei -t-4'X 1 b/w; 
lanuerfristi^: bei 20'X 1 izclaecrt. 
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Sl:Qi;i{N T /PR()lT)KOT.L 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN : 



(i) ANMELDER: 

(A) NAME: von Schaewen, Antje, Dr. rer. nat . 

(B) STRASSE: Natruperstrasse 169a 

(C) ORT: Osnabriick 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 49076 

(G) TELEFON: 0541-684029 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Herstellung von 

Glykoproteinen in Pflanzen mit verminderter oder 
fehlender N-Acetylglucosaminyl transferase I (GnTI ) 
Aktivitaet unter Verwendung pflanzlicher grit I - 
Sequenzen 



(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 6 



(iv) COMPUTER- LESBARE FAS SUNG : 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM : PC -DOS /MS -DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 1: 



( i ) SEQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE : 1669 Basenpaare 

(B) ART : Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ii) ART DES MOLEKULS: cDNA ZU mRNA 
(iii) HYPOTHETISCH : NEIN 



(iv) ANTISENSE: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT : 

(A) ORGANISMUS: Solanum tuberosum 

(B) STAMM: Desiree 

(D) ENTW I CKLUNGS STADIUM : "sink" Organ 

(F) GEWEBETYP: Mesophyll 

(G) ZELLTYP : Blattzellen 
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(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT : 

(A) BIBLIOTHEK: Lambda ZAP II (EcoRI) 

(B) CLON(E): gntl-Al(K) 

(ix) MERKMAL : 

(A) NAME/ SCHLUSSEL : misc_feature 

(B) LAGE:659. .667 

(D) SOMSTIGE ANGABEN : / function= "Asn-Codon ist eine 
potent i ell e Glykosylierungss telle " 
/product = "Konsensus Sequenz fuer 
N- Glykos yl ierung " 

/phenotype= "N-Glykane modulieren 
Proteineigenschaf ten" 

/standard__name= "N- Glykosylierungss telle " 
/labels pot-CHO 

/note= "fehlt in tierischen GnTI-Sequenzen" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME /SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE : 5 3 . . 13 93 

(C) ART DER ERMITTLUNG: experimentell 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /codon_start= 53 

/function^ "initiiert komplexe N-Glykane auf 
sekret . Glykoproteinen" 
/EC_number= 2 . 4 . 1 . 101 
/product= 

"beta- 1 , 2 -N- Ace tylglucosaminyl transferase I " 

/evidence^ EXPERIMENTAL 

/gene= "cgl" 

/ standard_name= "gntl" 

/label= ORF 

/note= "erste gntl-Sequenz aus Kartoffel 
(unpubliziert ) " 



(ix) MERKMAL: 

(A) NAME /SCHLUSSEL: 5 1 UTR 

(B) LAGE: 15 . . 52 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME / SCHLUSSEL : 3 1 UTR 

(B) LAGE : 1394 . . 1655 



(ix) MERKMAL: 

(A) NAME /SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE : 80 . .13 9 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /function^ "Membrananker 
(Aminosauren 10-2 9) 11 

/product^ "hydrophober Aminosaurebereich in 
GnTI" 
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/standard__name = "Membrananker eines Typ II 
Golgi- Proteins " 

/note= "durch Vergleich mit tierischen GnTI- 
Sequenzen identif iziert " 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL : misc_feature 

(B) LAGE : 1 . .14 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /function= "zur Herstellung der 
cDNA-Bank in Lambda ZAP II" 
/product = " EcoRI /Not I -cDNA- Adaptor" 
/ number = 1 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME /SCHLUSSEL: miscjeature 

(B) LAGE; 1656 . . 1669 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product = "EcoRI/Not I-Adaptor " 
/number= 2 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 1: 

GAATTCGCGG CCGCCTGAGA AACCCTCGAA TTCAATTTCG CATTTGGCAG AG ATG 5 5 

Met 
1 

AGA GGG AAC AAG TTT TGC TTT GAT TTA CGG TAC CTT CTC GTC GTG GCT 10 3 
Arg Gly Asn Lys Phe Cys Phe Asp Leu Arg Tyr Leu Leu Val Val Ala 
5 10 15 

GCT CTC GCC TTC ATC TAC ATA CAG ATG CGG CTT TTC GCG ACA CAG TCA 151 
Ala Leu Ala Phe lie Tyr lie Gin Met Arg Leu Phe Ala Thr Gin Ser 
20 25 30 

GAA TAT GTA GAC CGC CTT GCT GCT GCA ATT GAA GCA GAA AAT CAT TGT 199 
Glu Tyr Val Asp Arg Leu Ala Ala Ala lie Glu Ala Glu Asn His Cys 
35 40 45 

ACA AGT CAG ACC AGA TTG CTT ATT GAC AAG ATT AGC CAG CAG CAA GGA 24 7 

Thr Ser Gin Thr Arg Leu Leu He Asp Lys He Ser Gin Gin Gin Gly 
50 55 60 65 

AGA GTA GTA GCT CTT GAA GAA CAA ATG AAG CAT CAG GAC CAG GAG TGC 2 95 

Arg Val Val Ala Leu Glu Glu Gin Met Lys His Gin Asp Gin Glu Cys 
70 75 80 

CGG CAA TTA AGG GCT CTT GTT CAG GAT CTT GAA AGT AAG GGC ATA AAA 34 3 

Arg Gin Leu Arg Ala Leu Val Gin Asp Leu Glu Ser Lys Gly lie Lys 
85 90 95 

AAG TTA ATC GGA GAT GTG CAG ATG CCA GTG GCA GCT GTA GTT GTT ATG 3 91 

Lys Leu He Gly Asp Val Gin Met Pro Val Ala Ala Val Val Val Met 
100 105 110 
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GCT TGC AGT CGT ACT GA^TAC CTG GAG AGG ACT ATT AAA TCC ATC TTA 43 9 

Ala Cys Ser Arg Thr Asp Tyr Leu Glu Arg Thr He Lys Ser He Leu 

115 120 125 

AAA TAG CAA ACA TCT GTT GCA TCA AAA TAT CCT CTT TTC ATA TCC CAG 4 87 

Lys Tyr Gin Thr Ser Val Ala Ser Lys Tyr Pro Leu Phe He Ser Gin 
130 135 140 145 

GAT GGA TCA AAT CCT GAT GTA AGA AAG CTT GCT TTG AGC TAT GGT CAG 53 5 

Asp Gly Ser Asn Pro Asp Val Arg Lys Leu Ala Leu Ser Tyr Gly Gin 
150 155 160 

CTG ACG TAT ATG CAG CAC TTG GAT TAT GAA CCT GTG CAT ACT GAA AGA 583 

Leu Thr Tyr Met Gin His Leu Asp Tyr Glu Pro Val His Thr Glu Arg 

165 170 175 

CCA GGG GAA CTG GTT GCA TAC TAC AAG ATT GCA CGT CAT TAC AAG TGG 631 

Pro Gly Glu Leu Val Ala Tyr Tyr Lys lie Ala Arg His Tyr Lys Trp 

130 185 190 

GCA TTG GAT CAG CTG TTT CAC AAG CAT AAT TTT AGC CGT GTT ATC ATA 67 9 

Ala Leu Asp Gin Leu Phe His Lys His Asn Phe Ser Arg Val lie He 

195 200 205 

CTA GAA GAT GAT ATG GAA ATT GCT GCT GAT TTT TTT GAC TAT TTT GAG 72 7 

Leu Glu Asp Asp Met Glu He Ala Ala Asp Phe Phe Asp Tyr Phe Glu 
210 215 220 225 

GCT GGA GCT ACT CTT CTT GAC AGA GAC AAG TCG ATT ATG GCT ATT TCT 775 

Ala Gly Ala Thr Leu Leu Asp Arg Asp Lys Ser He Met Ala lie Ser 
230 235 240 

TCT TGG AAT GAC AAT GGA CAA AGG CAG TTC GTC CAA GAT CCT GAT GCT 82 3 

Ser Trp Asn Asp Asn Gly Gin Arg Gin Phe Val Gin Asp Pro Asp Ala 

245 250 255 

CTT TAC CGC TCA GAC TTT TTT CCT GGT CTT GGA TGG ATG CTT TCA AAA 8 71 

Leu Tyr Arg Ser Asp Phe Phe Pro Gly Leu Gly Trp Met Leu Ser Lys 

260 265 270 

TCA ACT TGG TCC GAA CTA TCT CCA AAG TGG CCA AAG GCT TAC TGG GAT 919 

Ser Thr Trp Ser Glu Leu Ser Pro Lys Trp Pro Lys Ala Tyr Trp Asp 

275 280 285 

GAC TGG CTA AGG CTG AAA GAA AAT CAC AGA GGT CGA CAA TTT ATT CGC 9 67 

Asp Trp Leu Arg Leu Lys Glu Asn His Arg Gly Arg Gin Phe He Arg 
290 295 300 305 

CCA GAA GTT TGC AGA ACG TAC AAT TTT GGT GAG CAT GGT TCT AGT TTG 1015 

Pro Glu Val Cys Arg Thr Tyr Asn Phe Gly Glu His Gly Ser Ser Leu 
310 315 320 

GGG CAG TTT TTT AAG CAG TAT CTT GAG CCA ATT AAG CTA AAT GAT GTC 10 6 3 

Gly Gin Phe Phe Lys Gin Tyr Leu Glu Pro He Lys Leu Asn Asp Val 

325 330 335 

CAG GTT GAT TGG AAG TCA ATG GAC CTA AGT TAC CTT TTG GAG GAC AAC 1111 

Gin Val Asp Trp Lys Ser Met Asp Leu Ser Tyr Leu Leu Glu Asp Asn 

340 345 350 
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TAT GTG AAA CAC TTT GGC GAC TTG GTT AAA AAG GCT AAG~CCC ATC CAC 115 9 

Tyr Val Lys His Phe Gly Asp Leu Val Lys Lys Ala Lys Pro lie His 

355 360 365 

s 

GGA GCT GAT GCT GTT TTG AAA GCA TTT AAC ATA GAT GGT GAT GTG CGT 12 0 7 

Gly Ala Asp Ala Val Leu Lys Ala Phe Asn lie Asp Gly Asp Val Arg 
370 375 380 " 385 

10 

ATT CAG TAG AGA GAC CAA CTA GAC TTT GAA GAT ATC GCT CGA CAG TTT 12 5 5 

lie Gin Tyr Arg Asp Gin Leu Asp Phe Glu Asp lie Ala Arg Gin Phe 
390 395 400 

l> GGC ATT TTT GAA GAA TGG AAG GAT GGT GTA CCA CGG GCA GCA TAT AAA 13 0 3 

Gly lie Phe Glu Glu Trp Lys Asp Gly Val Pro Arg Ala Ala Tyr Lys 
405 410 415 

? ( , GGG ATA GTA GTT TTC CGG TTT CAA ACA TCT AGA CGT GTG TTC CTT GTT 13 51 

Gly lie Val Val Phe Arg Phe Gin Thr Ser Arg Arg Val Phe Leu Val 
420 425 430 

TCC CCT GAT TCT CTT CGA CAA CTT GGA GTT GAA GAT ACT TAG 13 93 

Ser Pro Asp Ser Leu Arg Gin Leu Gly Val Glu Asp Thr * 
435 440 445 

C G AAG AT AT G ATTGGAGCCT GAGCAACAAT TTAGACTTAT TTGGTAGGAT ACATTTGAAA 14 5 3 

GAGCTGACAC GAAAAGTATG ACTACCAGTA GCTACATGCA ACATTTTAAT GTTAATGGAA 1513 

GGAACCCACT GCTTATTGTT GGAATGGATG AAT CAT CAC C ACATCCTATT ATTCAAGTTT 15 7 3 

vS 

ACAAACATAA AGAGGAAATG TTGCCCTATA AAAACAAATT TTTTGTTTCT AAGAAGGAAC 16 3 3 

GTTACGATTA T GAG C AAC T T TGGCGGCCGC GAATTC 166 9 

41) 

(2) ANGABEM ZU SEQ ID NO : 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE : 447 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

so 

(ii) ART DES MOLEKULS : Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

ss Met Arg Gly Asn Lys Phe Cys Phe Asp Leu Arg Tyr Leu Leu Val Val 
15 10 15 

Ala Ala Leu Ala Phe lie Tyr lie Gin Met Arg Leu Phe Ala Thr Gin 
20 25 30 

Ser Glu Tyr Val Asp Arg Leu Ala Ala Ala lie Glu Ala Glu Asn His 
35 40 45 

r,s Cys Thr Ser Gin Thr Arg Leu Leu lie Asp Lys lie Ser Gin Gin Gin 
50 55 60 
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Gly Arg Val Val Ala Le'u^lu Glu Gin Met Lys His Gin Asp Gin Glu 
65 70 75 80 

Cys Arg Gin Leu Arg Ala Leu Val Gin Asp Leu Glu Ser Lys Gly lie 
85 90 95 

Lys Lys Leu lie Gly Asp Val Gin Met Pro Val Ala Ala Val Val Val 
100 105 110 

Met Ala Cys Ser Arg Thr Asp Tyr Leu Glu Arg Thr He Lys Ser He 
115 120 125 

Leu Lys Tyr Gin Thr Ser Val Ala Ser Lys Tyr Pro Leu Phe He Ser 
130 135 140 

Gin Asp Gly Ser Asn Pro Asp Val Arg Lys Leu Ala Leu Ser Tyr Gly 
145 150 155 160 

Gin Leu Thr Tyr Met Gin His Leu Asp Tyr Glu Pro Val His Thr Glu 
165 170 175 

Arg Pro Gly Glu Leu Val Ala Tyr Tyr Lys He Ala Arg His Tyr Lys 
180 185 190 

Trp Ala Leu Asp Gin Leu Phe His Lys His Asn Phe Ser Arg Val lie 
195 200 205 

He Leu Glu Asp Asp Met Glu He Ala Ala Asp Phe Phe Asp Tyr Phe 
210 215 220 

Glu Ala Gly Ala Thr Leu Leu Asp Arg Asp Lys Ser He Met Ala He 
225 230 235 240 

Ser Ser Trp Asn Asp Asn Gly Gin Arg Gin Phe Val Gin Asp Pro Asp 
245 250 255 

Ala Leu Tyr Arg Ser Asp Phe Phe Pro Gly Leu Gly Trp Met Leu Ser 
260 265 270 

Lys Ser Thr Trp Ser Glu Leu Ser Pro Lys Trp Pro Lys Ala Tyr Trp 
275 280 285 

Asp Asp Trp Leu Arg Leu Lys Glu Asn His Arg Gly Arg Gin Phe He 
290 295 300 

Arg Pro Glu Val Cys Arg Thr Tyr Asn Phe Gly Glu His Gly Ser Ser 
305 310 315 320 

Leu Gly Gin Phe Phe Lys Gin Tyr Leu Glu Pro He Lys Leu Asn Asp 
325 330 335 

Val Gin Val Asp Trp Lys Ser Met Asp Leu Ser Tyr Leu Leu Glu Asp 
340 345 350 

Asn Tyr Val Lys His Phe Gly Asp Leu Val Lys Lys Ala Lys Pro He 
355 360 365 
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His Gly Ala Asp Ala Val Leu Lys Ala Phe Asn lie AspTTly Asp Val 
370 375 380 

Arg He Gin Tyr Arg Asp Gin Leu Asp Phe Glu Asp He Ala Arg Gin 
385 390 395 400 

Phe Gly He Phe Glu Glu Trp Lys Asp Gly Val Pro Arg Ala Ala Tyr 
405 410 415 

Lys Gly He Val Val Phe Arg Phe Gin Thr Ser Arg Arg Val Phe Leu 
420 425 430 

Val Ser Pro Asp Ser Leu Arg Gin Leu Gly Val Glu Asp Thr * 
435 440 445 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 3: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 173 7 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppel Strang 

(D) T0P0L0GIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKiiLS : CDNA ZU mRNA 
(iii) HYPOTHETISCH : NEIN 
(iv) ANTISENSE: NEIN 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT : 

(A) ORGANISMUS: Nicotiana tabacum 

(B) STAMM: Samsun NN 

(D) ENTW I CKLUNGS STADIUM: "sink" Organ 

(F) GEWEBETYP: Mesophyll 

(G) ZELLTYP: Blattzellen 

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: Lambda ZAP II (EcoRI) 

(B) CLON (E) : gntI-A9 (T) 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL : misc_f eature 

(B) LAGE:73 3 . .741 

(D) SONSTIGE ANGABEN : / f unction= "Asn-Codon ist eine 
potentielle Glykosylierungss telle" 
/product = "Konsensus Sequenz fur 
N - Glyko sy 1 i erung " 

/phenotype= "N-Glykane modulieren 
Proteineigenschaf ten" 

/standard_name= "N-Glykosylierungss telle" 
/label= pot-CHO 

/note= "fehlt in tierischen GnTI-Sequenzen" 
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(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL : CDS 

(B) LAGE: 127 . . 1467 

(C) ART DER ERMITTLUNG: experiment ell 

(D) SOMSTIGE ANGABEN: /codon__start = 127 

/function= "initiiert komplexe N-Glykane auf 
sekret . Glykoproteinen" 
/EC_number= 2.4.1.101 
/product= 

n beta-l , 2 -N-Acetylglucosaminyltransf erase I" 

/evidence= EXPERIMENTAL 

/gene= " cgl" 

/ standard_name= "grit 1 11 

/label= ORF 

/note= "erste gntl-Sequenz aus Tabak 
(unpubliziert ) " 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME /SCHLUSSEL: 5 1 UTR 

(B) LAGE: 15 . . 12 6 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME /SCHLUSSEL: 3 1 UTR 

(B) LAGE: 1468 . . 1723 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE : 154 . . 213 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /function^ " Membrananker 
(Aminosauren 10-29) " 

/product^ "hydrophober Aminosaurebereich in 
GnTI" 

/standard_name= "Membrananker eines Typ II 
Golgi- Proteins " 

/note= "durch Vergleich mit tierischen GnTI- 
Sequenzen ident if iziert 11 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME /SCHLUSSEL: misc_f eature 

(B) LAGE : 1 . . 14 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /function= "zur Herstellung der 
cDNA-Bank in Lambda ZAP II" 
/product = " EcoRI /Not I - cDNA- Adapt or " 
/ number- 1 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME /SCHLUSSEL : misc_f eature 

(B) LAGE : 1724 . . 1737 
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(D) SONSTIGE ANGABEN: /product = "EcoRI /Not I -Adaptor " 
/ number = 2 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 3: 

GAATTCGCGG CCGCCATTGA CTTGATCCTA ACTGAACAGG CAAAGTAAAT CCAGCGATGA 6 0 

AACACTCATA ACTGAACACT GAGAGACTAT TCGCTTTCTC CTAAAGCCTT CAATCGAATT 12 0 

CGCACG ATG AGA GGG AAC AAG TTT TGC TGT GAT TTC CGG TAC CTC CTC 16 8 

Met Arg Gly Asn Lys Phe Cys Cys Asp Phe Arg Tyr Leu Leu 
450 455 460 

ATC TTG GCT GCT GTC GCC TTC ATC TAC ACA CAG ATG CGG CTT TTT GCG 216 
lie Leu Ala Ala Val Ala Phe lie Tyr Thr Gin Met Arg Leu Phe Ala 
465 470 475 

ACA CAG TCA GAA TAT GCA GAT CGC CTT GCT GCT GCA ATT GAA GCA GAA 2 64 

Thr Gin Ser Glu Tyr Ala Asp Arg Leu Ala Ala Ala lie Glu Ala Glu 
480 485 490 

AAT CAT TGT ACA AGC CAG ACC AGA TTG CTT ATT GAC CAG ATT AGC CTG 312 
Asn His Cys Thr Ser Gin Thr Arg Leu Leu lie Asp Gin lie Ser Leu 
495 500 505 

CAG CAA GGA AGA ATA GTT GCT CTT GAA GAA CAA ATG AAG CGT CAG GAC 3 60 

Gin Gin Gly Arg lie Val Ala Leu Glu Glu Gin Met Lys Arg Gin Asp 
510 515 520 525 

CAG GAG TGC CGA CAA TTA AGG GCT CTT GTT CAG GAT CTT GAA AGT AAG 40 8 

Gin Glu Cys Arg Gin Leu Arg Ala Leu Val Gin Asp Leu Glu Ser Lys 
530 535 540 

GGC ATA AAA AAG TTG ATC GGA AAT GTA CAG ATG CCA GTG GCT GCT GTA 4 56 

Gly lie Lys Lys Leu lie Gly Asn Val Gin Met Pro Val Ala Ala Val 
545 550 555 

GTT GTT ATG GCT TGC AAT CGG GCT GAT TAC CTG GAA AAG ACT ATT AAA 5 04 

Val Val Met Ala Cys Asn Arg Ala Asp Tyr Leu Glu Lys Thr lie Lys 
560 565 570 

TCC ATC TTA AAA TAC CAA ATA TCT GTT GCG TCA AAA TAT CCT CTT TTC 5 52 

Ser lie Leu Lys Tyr Gin lie Ser Val Ala Ser Lys Tyr Pro Leu Phe 
575 580 585 

ATA TCC CAG GAT GGA TCA CAT CCT GAT GTC AGG AAG CTT GCT TTG AGC 60 0 

lie Ser Gin Asp Gly Ser His Pro Asp Val Arg Lys Leu Ala Leu Ser 
590 595 600 605 

TAT GAT CAG CTG ACG TAT ATG CAG CAC TTG GAT TTT GAA CCT GTG CAT 64 8 

Tyr Asp Gin Leu Thr Tyr Met Gin His Leu Asp Phe Glu Pro Val His 
610 615 620 

ACT GAA AGA CCA GGG GAG CTG ATT GCA TAC TAC AAA ATT GCA CGT CAT 6 96 

Thr Glu Arg Pro Gly Glu Leu lie Ala Tyr Tyr Lys lie Ala Arg His 
625 630 635 
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TAC AAG TGG GCA TTG GS^CAG CTG TTT TAC AAG CAT AAT TTT AGC CGT 7 44 

Tyr Lys Trp Ala Leu Asp Gin Leu Phe Tyr Lys His Asn Phe Ser Arg 
640 645 650 

GTT ATC ATA CTA GAA GAT GAT ATG GAA ATT GCC CCT GAT TTT TTT GAC 7 92 

Val lie lie Leu Glu Asp Asp Met Glu lie Ala Pro Asp Phe Phe Asp 
655 660 665 

TTT TTT GAG GCT GGA GCT ACT CTT CTT GAC AGA GAC AAG TCG ATT ATG 84 0 

Phe Phe Glu Ala Gly Ala Thr Leu Leu Asp Arg Asp Lys Ser lie Met 
670 675 680 685 

GCT ATT TCT TCT TGG AAT GAC AAT GGA CAA ATG CAG TTT GTC CAA GAT 8 88 

Ala He Ser Ser Trp Asn Asp Asn Gly Gin Met Gin Phe Val Gin Asp 
690 695 700 

CCT TAT GCT CTT TAC CGC TCA GAT TTT TTT CCC GGT CTT GGA TGG ATG 93 6 

Pro Tyr Ala Leu Tyr Arg Ser Asp Phe Phe Pro Gly Leu Gly Trp Met 
705 710 715 

CTT TCA AAA TCT ACT TGG GAC GAA TTA TCT CCA AAG TGG CCA AAG GCT 9 84 

Leu Ser Lys Ser Thr Trp Asp Glu Leu Ser Pro Lys Trp Pro Lys Ala 
720 725 730 

TAC TGG GAC GAC TGG CTA AGA CTC AAA GAG AAT CAC AGA GGT CGA CAA 10 3 2 

Tyr Trp Asp Asp Trp Leu Arg Leu Lys Glu Asn His Arg Gly Arg Gin 
735 740 745 

TTT ATT CGC CCA GAA GTT TGC AGA ACA TAT AAT TTT GGT GAG CAT GGT 10 8 0 

Phe He Arg Pro Glu Val Cys Arg Thr Tyr Asn Phe Gly Glu His Gly 
750 755 760 765 

TCT AGT TTG GGG CAG TTT TTC AAG CAG TAT CTT GAG CCA ATT AAA CTA 112 8 

Ser Ser Leu Gly Gin Phe Phe Lys Gin Tyr Leu Glu Pro lie Lys Leu 
770 775 780 

AAT GAT GTC CAG GTT GAT TGG AAG TCA ATG GAC CTT AGT TAC CTT TTG 117 6 

Asn Asp Val Gin Val Asp Trp Lys Ser Met Asp Leu Ser Tyr Leu Leu 
785 790 795 

GAG GAC AAT TAC GTG AAA CAC TTT GGT GAC TTG GTT AAA AAG GCT AAG 12 2 4 

Glu Asp Asn Tyr Val Lys His Phe Gly Asp Leu Val Lys Lys Ala Lys 
800 805 810 

CCC ATC CAT GGA GCT GAT GCT GTC TTG AAA GCA TTT AAC ATA GAT GGT 12 72 

Pro He His Gly Ala Asp Ala Val Leu Lys Ala Phe Asn He Asp Gly 
815 820 825 

GAT GTG CGT ATT CAG TAC AGA GAT CAA CTA GAC TTT GAA AAT ATC GCA 13 2 0 

Asp Val Arg He Gin Tyr Arg Asp Gin Leu Asp Phe Glu Asn He Ala 
830 835 840 845 

CGG CAA TTT GGC ATT TTT GAA GAA TGG AAG GAT GGT GTA CCA CGT GCA 13 68 

Arg Gin Phe Gly He Phe Glu Glu Trp Lys Asp Gly Val Pro Arg Ala 
850 855 860 

GCA TAT AAA GGA ATA GTA GTT TTC CGG TAC CAA ACG TCC AGA CGT GTA 1416 
Ala Tyr Lys Gly He Val val Phe Arg Tyr Gin Thr Ser Arg Arg Val 
865 870 875 
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TTC CTT GTT GGC CAT GAT TCG CTT CAA CAA CTC GGA AT^GAA GAT ACT 14 64 

Phe Leu Val Gly His Asp Ser Leu Gin Gin Leu Gly lie Glu Asp Thr 
880 885 890 

TAA CAAAGATATG ATTGCAGGAG CCCGGGCAAA ATTTTTGACT TATTGGGTAG 1517 



GATGCATCGA GCTGACACTA AACCATGATT TTACCAGTTA CATACAACGT TTTAATGTTA 15 7 7 

TACGGAGGAG CTCACTGTTC TAGTGTTGAA GGGATATCGG CTTCTTAGTA TTGGATGAAT 16 3 7 

CATCAACACA AC CTATTATT TTAAGTGTTC AGAACATAAA GAGGAAATGT AGCCCTGTAA 16 9 7 

AGACTATACA TGGGACCATC ATAATCGCGG CCGCGAATTC 17 3 7 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 4: 

( i ) SEQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 44 7 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 4: 

Met Arg Gly Asn Lys Phe Cys Cys Asp Phe Arg Tyr Leu Leu lie Leu 
15 10 15 

Ala Ala Val Ala Phe lie Tyr Thr Gin Met Arg Leu Phe Ala Thr Gin 
20 25 30 

Ser Glu Tyr Ala Asp Arg Leu Ala Ala Ala lie Glu Ala Glu Asn His 
35 40 45 

Cys Thr Ser Gin Thr Arg Leu Leu lie Asp Gin lie Ser Leu Gin Gin 
50 55 60 

Gly Arg lie Val Ala Leu Glu Glu Gin Met Lys Arg Gin Asp Gin Glu 
65 70 75 80 

Cys Arg Gin Leu Arg Ala Leu Val Gin Asp Leu Glu Ser Lys Gly lie 
85 90 95 

Lys Lys Leu lie Gly Asn Val Gin Met Pro Val Ala Ala Val Val Val 
100 105 110 

Met Ala Cys Asn Arg Ala Asp Tyr Leu Glu Lys Thr lie Lys Ser lie 
115 120 125 

Leu Lys Tyr Gin lie Ser Val Ala Ser Lys Tyr Pro Leu Phe lie Ser 
130 135 140 

Gin Asp Gly Ser His Pro Asp Val Arg Lys Leu Ala Leu Ser Tyr Asp 
145 150 155 160 



24 



Bf4SOOCID: <DE 19754622A1 _L 



^DE 197 54 622 A 1 

Gin Leu Thr Tyr Met G^^lis Leu Asp Phe Glu Pro val His Thr Glu 
165 170 175 

Arg Pro Gly Glu Leu He Ala Tyr Tyr Lys He Ala Arg His Tyr Lys 
130 185 190 

Trp Ala Leu Asp Gin Leu Phe Tyr Lys His Asn Phe Ser Arg Val lie 
195 200 205 

lie Leu Glu Asp Asp Met Glu lie Ala Pro Asp Phe Phe Asp Phe Phe 
210 215 220 

Glu Ala Gly Ala Thr Leu Leu Asp Arg Asp Lys Ser lie Met Ala lie 
225 230 235 240 

Ser Ser Trp Asn Asp Asn Gly Gin Met Gin Phe Val Gin Asp Pro Tyr 
245 250 255 

Ala Leu Tyr Arg Ser Asp Phe Phe Pro Gly Leu Gly Trp Met Leu Ser 
260 265 270 

Lys Ser Thr Trp Asp Glu Leu Ser Pro Lys Trp Pro Lys Ala Tyr Trp 
275 280 285 

Asp Asp Trp Leu Arg Leu Lys Glu Asn Kis Arg Gly Arg Gin Phe He 
290 295 300 

Arg Pro Glu Val Cys Arg Thr Tyr Asn Phe Gly Glu His Gly Ser Ser 
305 310 315 320 

Leu Gly Gin Phe Phe Lys Gin Tyr Leu Glu Pro lie Lys Leu Asn Asp 
325 330 335 

Val Gin Val Asp Trp Lys Ser Met Asp Leu Ser Tyr Leu Leu Glu Asp 
340 345 350 

Asn Tyr Val Lys His Phe Gly Asp Leu Val Lys Lys Ala Lys Pro He 
355 360 365 

His Gly Ala Asp Ala Val Leu Lys Ala Phe Asn He Asp Gly Asp Val 
370 375 380 

Arg He Gin Tyr Arg Asp Gin Leu Asp Phe Glu Asn He Ala Arg Gin 
385 390 395 400 

Phe Gly He Phe Glu Glu Trp Lys Asp Gly Val Pro Arg Ala Ala Tyr 
405 410 415 

Lys Gly He Val Val Phe Arg Tyr Gin Thr Ser Arg Arg Val Phe Leu 
420 425 430 

Val Gly His Asp Ser Leu Gin Gin Leu Gly He Glu Asp Thr * 
435 440 445 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 5: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 510 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNA zu mRNA 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iv) ANTISENSE: NEIM 

(vi) URSPRUNLICHE HERKTOTFT : 

(A) ORGANISMUS: Arabidopsis thaliana 

(B) STAMM: Columbia 

(D) ENTWICKLIJNGS STADIUM : photosynthet i sch aktive 
Organe 

(F) GEWEBETYP: Mesophyll 

(G) ZELLTYP: Blattzellen 

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT : 

(B) CLON(E) : pGEM-T/ 4a- 3 * #12A 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME /SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE:1. .510 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /EC_nuraber= 2.4.1.101 

/product= "RT-PCR Produkt aus Blatt-mRNA" 

/gene= " cgl" 

/ standard_name= "gntl" 

/note= "homolog zu anderen GnTI-Sequenzen" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL : primer_bind 

(B) LAGE : 1 . .48 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /standard_name= "PCR "sense"' 
Primer (gntl 4a) " 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL : primer_bind 

(B) LAGE:487. . 510 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /standard_name= " PCR 
11 antisense" -Primer (gntl 3*)" 
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(xi) SEQUENZBEITThREIBUNG : SEQ ID NO: 5: 



f 



ATC GGA AAG CTT GGA TCC CCA GTG GCG GCT GTA GTT GTT ATG GCT TGC 4 8 

He Gly Lys Leu Gly Ser Pro Val Ala Ala Val Val Val Met Ala Cys 
450 455 460 

AGT CGT GCA GAC TAT CTT GAA AGG ACT GTT AAA TCA GTT TTA ACA TAT 9 6 

Ser Arg Ala Asp Tyr Leu Glu Arg Thr Val Lys Ser Val Leu Thr Tyr 

465 470 475 

CAA ACT CCC GTT GCT TCA AAA TAT CCT CTA TTT ATA TCT CAG GAT GGA 14 4 

Gin Thr Pro Val Ala Ser Lys Tyr Pro Leu Phe He Ser Gin Asp Gly 
480 485 490 495 

TCT GAT CAA GCT GTC AAG AGC AAG TCA TTG AGC TAT AAT CAA TTA ACA 192 

Ser Asp Gin Ala Val Lys Ser Lys Ser Leu Ser Tyr Asn Gin Leu Thr 

500 505 510 

TAT ATG CAG CAC TTG GAT TTT GAA CCA GTG GTC ACT GAA AGG CCT GGC 240 

Tyr Met Gin His Leu Asp Phe Glu Pro Val Val Thr Glu Arg Pro Gly 
515 520 525 

GAA CTG ACT GCG TAC TAC AAG ATT GCA CGT CAC TAC AAG TGG GCA CTG 2 88 

Glu Leu Thr Ala Tyr Tyr Lys He Ala Arg His Tyr Lys Trp Ala Leu 
530 535 540 

GAC CAG TTG TTT TAC AAA CAC AAA TTT AGT CGA GTG ATT ATA CTA GAA 336 

Asp Gin Leu Phe Tyr Lys His Lys Phe Ser Arg Val He lie Leu Glu 

545 550 555 

GAT GAT ATG GAA ATT GCT CCA GAC TTC TTT GAT TAC TTT GAG GCT GCA 3 84 

Asp Asp Met Glu He Ala Pro Asp Phe Phe Asp Tyr Phe Glu Ala Ala 
560 565 570 575 

GCT AGT CTC ATG GAT AGG GAT AAA ACC ATT ATG GCT GCT TCA TCA TGG 432 

Ala Ser Leu Met Asp Arg Asp Lys Thr He Met Ala Ala Ser Ser Trp 

580 585 590 

ACT GAT AAT GGA CAG AAG CAG TTT GTG CAT GAT CCC TAT GCG CTA TAC 480 

Thr Asp Asn Gly Gin Lys Gin Phe Val His Asp Pro Tyr Ala Leu Tyr 
595 600 605 

CGA TCA GAT TTC TTC CCT GGC CAC GGC TGG 510 
Arg Ser Asp Phe Phe Pro Gly His Gly Trp 
610 615 



[2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 6: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE : 170 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 
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(XI ) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 

lie Gly Lys Leu Gly Ser Pro Val Ala Ala Val Val Val Met Ala Cys 
15 10 15 

Ser Arg Ala Asp Tyr Leu Glu Arg Thr Val Lys Ser Val Leu Thr Tyr 
20 25 30 

Gin Thr Pro Val Ala Ser Lys Tyr Pro Leu Phe lie Ser Gin Asp Gly 
35 40 45 

Ser Asp Gin Ala Val Lys Ser Lys Ser Leu Ser Tyr Asn Gin Leu Thr 
50 55 €0 

Tyr Met Gin His Leu Asp Phe Glu Pro Val Val Thr Glu Arg Pro Gly 
65 70 75 80 

Glu Leu Thr Ala Tyr Tyr Lys lie Ala Arg His Tyr Lys Trp Ala Leu 
85 90 95 

Asp Gin Leu Phe Tyr Lys His Lys Phe Ser Arg Val lie lie Leu Glu 
100 105 110 

Asp Asp Met Glu lie Ala Pro Asp Phe Phe Asp Tyr Phe Glu Ala Ala 
115 120 125 

Ala Ser Leu Met Asp Arg Asp Lys Thr lie Met Ala Ala Ser Ser Trp 
130 135 140 

Thr Asp Asn Gly Gin Lys Gin Phe Val His Asp Pro Tyr Ala Leu Tyr 
145 150 155 160 

Arg Ser Asp Phe Phe Pro Gly His Gly Trp 
165 170 



Put em an sprue he 

1. DNA-Sequen/, dadurch gekenn/cichnet, dab sic cine pflan/liche N-Acety lglucosaminyltransferase I kodiert. 

2. DNA-Sequen/. dadurch gekenn/eichnct. daft sie N-Acet viglucosaminy [transferase I aus Solarium tuberosum 
kodiert. 

3. DNA-Sequen/, dadurch gekenn/eichnct, dab sie N-Acetylglucosaminy [transferase I aus Nicotiana tahacuni ko- 
diert. 

4. DNA-Sequen/., dadurch gekenn/cichnet, dab sie N-Acety lglucosamin\ [transferase T aus Arahidopsis lhaliana 
kodiert. 

5. DNA-Sequen/ naeh An sprue h 4, dadurch gekenn/cichnet. dab sie die in SHQ. TD. NO. 5 angegebene Nukleotid- 
sequen/. unifabt. 

6. DNA-Sequen/. dadurch gekenn/eichnct, dab sie die in SHQ. ID. NO. 1 angegebene Nukleotidsequen/ oder ei- 
nen feil davon oder cine entsprechende koniplement are Nukleotidsequen/ urufabt. 

7. DNA-Sequen/. dadurch gekenn/eichnel. dab sie die in SMQ. ID. NO. 3 angegebene Nukleotidsequen/ oder ei- 
nen feil davon oder eine entsprechende komple men tare Nukleotidsequen/ umfabt. 

8. DNA-Sequen/., dadurch gekenn/cichnet, dab sie die in SHQ. ID. NO. 5 angegebene Nukleotidsequen/. oder ei- 
nen fed davon oder eine entsprechende koniplementare Nukleotidsequen/ umfabt. 

9. DNA-Sequen/. dadurch gekenn/cichnet, dab sie durch Substitution. Deletion und/oder Insertion ein/elner oder 
mehrerer Nukteotide unoVoder Verkur/ung u ml/ode r Verlangerung am 5'- uml/oder .V-1inde einer der DNA-Sequen- 
/en nach eineni der Anspruche 1 bis S erhalten uird mit der Mabgabe. dab die DNA-Sequen/ unter sinngenten Be- 
dingungen /uinindest in einem leilabschnitt mil der Ausgangs-DNA-Sequen/ oderderen komplementarer Sequen/ 
oder mit 'feil en derselben h\ bridisierl . 

10. DNA-Sequen/. dadurch gekenn/eichnct, dab sie ein Gen durstellt oder 'feil eines (Jens ist. das das lin/vm N- 
\cet\ Iglucosanurn Uransferase I kodiert, und in ihrer (iesanttheit oder in eineni 'leilabschnitt 

mit einer der DNA-Sequen/en oder -lYagmente nach einem der Anspruche 1 bis ( ) unoVoder 

mit einer DNA-Sequen/.. die von den in den SPQ FD NO: 1. 3 umi/oder 5 angegebenen Aminosauresequen- 

28 
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/en unter Beriicksichtigu^BBPr Degeneration des gcnetischen ('odes abgeleiie^^orden ist. 
unier si ringenten Bedingungen hvhndisiert. 
11. DNA-Sequen/, dadureh gekenn/eiehnet. dab sie in Hirer (iesamiheii oder in eineni Tcilhereich mil einer oder 
niehreren der DNA-Sequen/en nach eineni tier Anspriiche 1 bis 10 by hruiisieri. 

12 DNA-Konsirukt, dad Lire h gekcnn/eichnei, dab es cine oder me lire re der DNA-Sequen /en genialS eineni dor An- 
spriiche 1 his 11 unitabl. 

13 " antisense"-Konstruki . dadureh gekenn/eichnei, dab es eine "antisense"-DNA be/iiglich der DNA-Sequen/ 
nacli eineni der Anspriiche 1 his 12 und gut", regu iaiorisclic Sequen/en fur die Transknption der "aniisense"-DNA 
urn I a IT 

14 "sense"-Konstrukt, dadureh gekenn/.cichnel. dati es eine "sense"-DNA be/iiglich der DNA-Sequen/ nach ei- 
neni der Anspriiche 1 his 12 und ggf. regulaionsclie Sequen/en fur die dransknplion der "sense"-DNA umfabl. 

15 Vektor. Plasmid. Cosniid. Viren- oder Phagcngenom. dadnrch gekcnn/eichnei. dab cr oder es /uniindest cine 
DNA-Sequen/ untt/oder ein Konstruki nach eineni der Anspriiche 1 his 14 unifal.T 

16 Pllan/hche N- Acetyl glucosaniiny It ran st erase [ 

17 N- Aceiyiglucosaniinyltransfcrase I aus Solarium lubcrosuni. 
IS N-Aceiylglucosaniiny 'transferase [ aus Nicotiana tahacum. 

19 N- Aeetv tglucosaniiny ^transferase I aus Arabidopsis lhaliana. 

20 N-Acety lglucosan liny iiransterase I nach Anspruch 19, dadureh gekenn/eiehnet, dab das lin/yni die in SliQ ID 
NO: 6 angegchene Aniinosauresequen/ unifabt. 

21 N- Aeetv lglucosan linv Iiransterase I, dadiirch gekenn/eiehnet. dab das Iin/\m die in SliQ ID NO: 2 angegebene 
Aniinosauresequen/ umfabl. 

22 N-Aceiy lglucosaniinv itranstcrase [. dadiirch gekcnn/eichnei. dab das lin/vm die Aminosauren 74 bis 446 der 
SliQ ID NO: 2 angegebenen Aniinosauresequen/ unifabt. 

23 N- Accty lglucosan liny Itranstcrase I, dadiirch gekcnn/eichnei, dab das lin/ynt die in SliQ ID NO: 4 angegchene 
Aniinosauresequen/ umtabt. 

24 N- Accty lglucosaniinv Itranstcrase I, /uganglich aufgrund der Ily hridisierung ihres ( ien oder eines oder nichrc- 
rer Abschnilte ihres (lens mil einer oder niehreren der DNA-Sequen/en un^i/oder DNA-lVagmentc geniab eineni 
der Anspriiche 1 his 11. 

25 Von den lin/vmcn gemab eineni der Anspriiclic 16 his 24 dureh Siibst itiition. Deletion, Insertion und/odcr Mo- 
dilikation ein/elner Aminosauren u mi/ode r kleinerer ( Jruppen von Aminosaiiren und/oder dijrcli N- iind/odcr ( '-ter- 
minate Verkiir/ung und/oder Verlangerung ahgeleitetc lin/yme oder Protcinc. 

26 Protein oder Peptid. unitassend einen oder niclirerc Abschnitte der Aniinosauresequen/i en ) eines oder niehre- 
rer der in eineni der Anspriiche 16 his 25 definicrten lin/vme. 

27 Proiein oder IV pi id. welches durch eine der DNA-Sequen/en nach eineni der Anspriiche 1 his 11 kodicrt wird. 

28 Antigen, dadureh gekcnn/eichnei, dab es 

die in SliQ ID NO: 2, SliQ ID NO: 4 oder SliQ ID NO: 6 angegchene Aniinosauresequen/ oder 
die .Aminosaiiren 74 his 446 der in Fi^». 2 angegebenen Aniinosaiiresequen/ oder 

eine durch Substitution, Deletion. Insertion iinoVoder VIoditikaiion ein/elner Aminosauren und/odcr kleine- 
rer (iruppen von Aminosauren von den in SliQ ID NO: 2, 4 oder 6 angegebenen Aminosaurcsequen/en abge- 
leilete .Aniinosauresequen/ oder 

einen 'lei! oder niehrere Teile dieser Sequen/en 
unifabt mil der Mabgahe. dab das Antigen hei Imnuinisieriing eines Wirtes mil diesem /ur Bildung einer im- 
niunologischcn Reaktion einschlieblich der lir/eugiing von gegen das .Antigen gcnchieien Anukorpern fiihri. 

29 Monoklonaler oder polyklonalcr Antikorper, dadureh gekenn/eiehnet. dab er spc/ilisch eines oder me lire re der 
lin/yme oder Antigene nach eineni der Anspriiche 16 bis 28 erkenni und dieses oderdiese bindet. 

30 Monoklonaler oder polvklonaier .Antikorper, dadureh gekcnn/eichnei, dab er durch Immunisieriing eines Wir- 
tes nut eine m oder niehreren Antigcnen nach Anspruch 28 crhalten vverden kann. 

31 Mikroorganismus, dadureh gekenn/eiehnet. dab er dureh mindesiens eine der Nukleotidsequen/en. ausgeuahll 
aus den DNA-Sequen/en. Konslrukten, Vekioren, Plasniiden, C'osniiden. Viren- oder Phagengenonien geniab ei- 
neni oder niehreren der Anspriiche 1 his 15, iransl'orniiert ist. 

32 Vervvcndung eines oder niehrerer Antikorper nach Anspruch 29 und/oder Anspruch 30 /ur Dctekiion von Pllan- 
/en mil tehlendeni oder delektem N-. Accty IgUicosaminv Iiransterase I- lin/vm. 

33. Vervvcndung einer oder niehrerer der DNA-Sequen/en und/oder Konstrukte nach eineni der Anspriiche 1 his 1 5 
/ur Detcktion von Pllan/cn mil lehlendem oder det'ektem (.Jen t ur das N-Acetylgkicosaminy Itranstcrase I-lin/.vm. 

34. Vervvcndung eines oder niehrerer "antisense"-Konstrukie nach Anspruch 13 /ur lir/eugung von Ptlan/en mil 
teh lender oder verminderler N-Acel v lglucosaniinv Iiransterase I-Aktivitat. 

35. Vervvcndung eines oder niehrerer "sense"- Konstrukte nach Anspruch 14 /.ur lir/eugung von Ptlan/en niit feh- 
I en der oder veniiindcrter N-Aeely lglucosaniinv [transferase I-Akli vital. 

36. Transgene Pflan/.c, transgener Sainen. iransgencs Vcriiiehriingsmatcrial, Teile iransgener Pllan/cn oder irans- 
tonnierte Pflan/en/elle. erhaltlich diirch Integration einer oder niehrerer DNA-Sequen/(en) oder Konstrukt(e) nach 
eineni der .Anspriiche 1 bis 12 unter Kontrolle eines in Ptlan/en vvirksamen Promoiors in das (ienom einer Ptlan/e 
oder durch Infektion durch ein eine oder inch re re DNA-Sequen/i en ! oder Konstrukt(e) nach eincm der Anspriiclic 1 
his 12 enthallendes Virus t'ur eine e.Mrachroniosontale Propagation und lixprcssion der DNA-Sequen/ten ) oder des 
Konsirukts/der Konstrukte in inti/iertem Ptlan/engewehe. 

37. 'transgene Ptlan/e, transgener Samen, Iransgencs Verniehrungsniaterial. Teile transgener Ptlan/en oder trans- 
tonnierte Pllan/en/elle mil fehlender oder v ernu nderter N- Aeetv Igliicosaniinv Itranstcrase I-Akti vital, erhaltlich 
durch Iniegralion eines oder niehrerer "antisense"-Konstruki(e ) nach Anspruch 13 unter Kontrolle eines in Pllan/en 
vvirksamen Promoiors in das (ienom einer Ptlan/e oder durch virale rnfekiion durch ein eines oder niehrere "anii- 

29 
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sen^e"-Konstrukt< e ) nac^^nspruch 13 enihallendes Virus fur cine extrachi^J^Pomale Propagation und Transkrip- 
tion des "antisense"-Konstrukis oder der M antisense"-KonstrLikie in mfi/iertem Ptlan/engcu cbe. 

38. Transgene Ptlan/e. transgcner Samcn, transgenes Vermehrungsmaterial, Teile transgcner Pllan/en oder trans- 
form icrte Pflan/en/elle mil 1 oh lender oder vermindcrier \-Acety Iglucosaminy liransferase I-Akti vital, erhaltlich 
durch Integration eines oder mehrerer "sense"-Konstruki( e ) naeh Anspruch 14 unter Kontrolle eines in Pllan/en 
wirksanien Pronioiors in das ( ienom einer Ptlan/e odor durch virale Infekiion durch ein eines oder niehrere "sense"- 
Konsiruki(e) naeli Anspruch 14 enthaliendes Virus fiireine extrachromosomaie Propagation und Transkription des 
"sense"-Konsirukts oder der "sense"-Konstrukte in inli/iertem Ptlan/engewcbe. 

39. Vertahren /ur PT/eugung von Gly koproteinen mil minimalen. einheitlichen und detimerten /uekerresten, uni- 
fassend das Zuchlen einer transgenen Pflan/e, von Teilen transgcner Pflan/en oder von Iranslormierlen Pllan/en/cl- 
len naeh Anspruch 37 oder 38 und das Isolieren des gesuchten Cilykoproleins aus dem ge/iichteien Material. 

40. Vertahren naeh Anspruch 39, dadurch gekenn/eichnet, daB die eingeset/te transgene Ptlan/.e /usal/lich mil 
dem das gesuchte Glycoprotein kodierenden Gen translorniiert worden isi. 

41. Vertahren naeh Anspruch 40, dadurch gekenn/eichnet, daB die Transformation der eingeset/ten transgenen 
Ptlan/.e durch Integration des das gesuchle ( ily koprotein kodierenden Gens unter Kontrolle eines in Pllan/en wirk- 
samen Pronioiors in das Genom der transgenen Pflan/e oder durch eine Inteklion der transgenen Ptlan/.e durch ein 
Virus, das ein Gen enthalt, das das gesuchte Gly koproiein kodiert, fiireine e\t rachromosomale Propagation und Im- 
pression des Gens in infi/ierlem Pflan/engewebe erfolgt. 

42. Vertahren naeh Anspruch 40, dadurch gekenn/eichnet. daB die /usat/lich mil dem das gesuchte Gly koproiein 
kodierenden (ien transfornnerle transgene Pllan/e durch gletch/eilige Transformation einer Ausgangsptlan/e so- 
vvohl mit dem "ami sense"- oder "sense" -Konsirukl a Is auch dem das gesuchte Gly koproiein kodierenden (ien er- 
/.eugt wurde. 

43. Vertahren naeh Anspruch 42, dadurch gekenn/eichnet. daB die Transformation durch virale Infekiion durch ein 
Virus, das sowohl das "antisense"- oder " sense"-Konst rukt als auch das das gesuchte Gly koprotein kodierende Gen 
enthalt, tur eine extrachromosomaie Propagation und Transkription oder Pxpression in in ti/.iertein Pflan/engevvebe 
erfolm. 



llier/u 5 Seitetn) /eichnunnen 
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Al GntI cDNA 



GAATTCGCGG CCGCCTGAGA AACCCTCGAA TTC AATTTCG CATTTGGCAG AG ATG 5 5 

Met: 
1 

AG A GGG AAC AAG TTT TGC TTT GAT TTA CGG TAG CTT CTC GTC GTS GCT 103 

Arg Gly Asn Lys Phe Cys Phe Asp Leu Arg Tyr Leu Leu Val Val Ala 

5 "lO 15 

GCT CTC GCC TTC ATC TAC ATA CAG ATG CGG CTT TTC GOG AC A CAG PCA 151 

Ala. Leu Ala Phe lie Tyr lie Gin Met Arg Leu Phe Ala Thr Gin Ser 

20 25 30 

GAA TAT GTA GAC CGC CTT GCT GCT GC A ATT GAA GCA GAA AAT CAT T3T 19 9 

Glu Tyr Val Asp Arg Leu Ala Ala Ala lie Glu Ala Glu Asn His Cys 

35 " 40 45 

ACA AGT CAG ACC AGA TTG CTT ATT GAC AAG ATT AGC CAG CAG CAA GGA 2 47 

Thr Ser Gin Thr Arg Leu Leu lie Asp Lys lie Ser Gin Gin Gin GLy 

50 55 60 55 

AGA GTA GTA GCT CTT GAA GAA CAA ATG AAG CAT CAG GA3 CAG GAG TGC 295 

Arg Val Val Ala Leu Glu Glu Gin Mel Lys His Gin Asp Gin Glu Cys 

70 T 75 30 

CGG CAA TTA AGG GCT CTT GTT CAG GAT CTT GAA AGT AAG GGC ATA AAA 3 43 

Arc Gin Leu Arg Ala Leu Val Gin Asp Leu Glu Ser Lvs Gly lie Lvs 

3 5 9 0 ' 9 5 

AAG TTA ATC GGA GAT GTG CAG ATG CCA GTG GCA GCT GTA GTT GTT ATG 391 

Lvs Leu lie Gly Asp Val Gin Met Pro Val Ala Ala Val Val Val Met 

100 105 110 

GCT TGC AGT CGT ACT GAC TAC GTG GAG AGG ACT ATT AAA TCC ATC TTA 43 9 

Ala Cys Ser Arg Thr Asp TVr Leu Glu Arg Thr lie Lys Ser lie Leu 

115 120 125 

AAA TAC CAA. ACA TCT GTT GCA TCA AAA TAT CCT CTT TTC ATA TCC 3 AG 4 87 

Lys Tyr Gin Thr Ser Val Ala Ser Lys Tyr Pro Leu Phe He Ser 3 In 

130 135 140 145 

GAT GGA TCA .AAT CCT GAT GTA AGA AAG CTT GCT TTG AGC TAT GGT CAG 53 5 

Asp Gly Ser Asn Pro Asp Val Arg Lys Leu Ala Leu Ser Tvr Gly Gin 

150 155 ~ 160 

CTG ACG TAT ATG CAG CAC TTG GAT TAT GAA CCT GTG CAT ACT GAA AGA 5 83 

Leu Thr Tyr Met Gin His Leu Asp Tyr Glu Pro Val His Thr Glu Arg 

165 170 175 

CCA GGG GAA CTG GTT GCA TAC TAC AAG ATT GCA CGT CAT TAC AAG TGG 631 

Pro Gly Glu Leu Val Ala Tyr Tyr Lys He Ala Arg His Tyr Lys Trp 

180 135 190 

GCA TTG GAT CAG CTG TTT CAC AAG CAT AAT TTT AGC CGT GTT ATC ATA 67 9 

Ala Leu Asp Gin Leu Phe His Lys His Asn Phe Ser Arg Val He Tie 

195 200 * 205 

CTA GAA GAT GAT ATG GAA ATT GCT GCT GAT TTT TTT GAC TAT TTT GAG 7 27 

Leu Glu Asp Asp Met Glu He Ala Ala Asp Phe Phe Asp Tyr Phe Glu 

210 ^ 215 220 225 
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GCT GGA GCT ACT CTT CTT GAC AG A GAC AAG TCG ATT ATG GCT ATT TCT 77 5 

Ala Gly Ala Thr Leu Leu Asp Arg Asp Lys Ser lie Met Ala lie Ser 
230 235 240 

TCT TGG AAT GAC AAT GG A CAA AGG CAG TTC GTC CAA GAT CCT GAT GCT 32 3 

Ser Trp Asn Asp Asn Gly Gin Arg Gin Phe Val Gin Asp Pro Asp Ala 
245 250 255 

CTT TAC CGC TCA GAC TTT TTT CCT GGT CTT GGA TGG ATG CTT TCA AAA 371 
Leu Tyr Arg Ser Asp Phe Phe Pro Gly Leu Gly Trp Met Leu Ser Lys 
260 265 270 

TCA ACT TGG TCC GAA CTA TCT CCA AAG TGG CCA AAG GCT TAC TGG GAT 919 
Ser Thr Trp Ser Glu Leu Ser Pro Lys Trp Pro Lys Ala Tyr Trp Asp 
275 230 235 

GAC TGG CTA AGG CTG AAA GAA AAT CAC AGA GGT CGA CAA TTT ATT CGC 9 67 

Asp Trp Leu Arg Leu Lys Glu Asn His Arg Gly Arg Gin Phe lie Arg 
290 295 300 305 

CCA GAA GTT TGC AGA ACG TAC AAT TTT GGT GAG CAT GGT TCT AGT TTG 1015 
Pro Glu Val Cys Arg Thr Tyr Asn Phe Gly Glu His Gly Ser Ser Leu 
310 315 320 

GGG CAG TTT TTT AAG CAG TAT CTT GAG CCA ATT AAG CTA AAT GAT GTC 10 63 

Gly Gin Phe Phe Lys Gin Tyr Leu Glu Pro lie Lys Leu Asn Asp Val 

325 330 335 

CAG GTT GAT TGG AAG TCA ATG GAC CTA AGT TAC CTT TTG GAG GAC AAC 1111 
Gin Val Asp Trp Lys Ser Met Asp Leu Ser Tyr Leu Leu Glu Asp Asn 
340 345 350 

TAT GTG AAA CAC TTT GGC GAC TTG GTT AAA AAG GCT AAG CCC ATC CAC 1159 
Tyr Val Lys His Phe Gly Asp Leu Val Lys Lys Ala Lys Pro lie His 
355 360 365 

GGA GCT GAT GCT GTT TTG AAA GCA TTT AAC ATA GAT GGT GAT GTG CGT 12 07 

Gly Ala Asp Ala Val Leu Lys Ala Phe Asn lie Asp Gly Asp Val Arg 
370 375 380 335 

ATT CAG TAC AGA GAC CAA CTA GAC TTT GAA GAT ATC GCT CGA CAG TTT 12 5 5 

lie Gin Tyr Arg Asp Gin Leu Asp Phe Glu Asp lie Ala Arg Gin Phe 
390 395 400 

GGC ATT TTT GAA GAA TGG AAG GAT GGT GTA CCA CGG GCA GCA TAT AAA 13 03 

Gly lie Phe Glu Glu Trp Lys Asp Gly Val Pro Arg Ala Ala Tyr Lys 
405 410 415 

GGG ATA GTA GTT TTC CGG TTT CAA ACA TCT AGA CGT GTG TTC CTT GTT 13 51 

Gly lie Val Val Phe Arg Phe Gin Thr Ser Arg Arg Val Phe Leu Val 
420 425 430 

TCC CCT GAT TCT CTT CGA CAA CTT GGA GTT GAA GAT ACT TAG 13 93 

Ser Pro Asp Ser Leu Arg Gin Leu Gly Val Glu Asp Thr End 
435 440 445 

CG AAG AT ATG ATTGGAGCCT GAGCAACAAT TTAGACTTAT TTGGTAGGAT AC ATTTG AAA 14 53 

GAGCTGACAC G AAAAGT ATG ACTACCAGTA G C TAC ATG C A ACATTTTAAT GTTAATGGAA 1513 

GGAACCCACT GCTTATTGTT GGAATGGATG AATCATCACC ACATCCTATT ATTCAAGTTT 1573 

AC AAAC AT AA AGAGGAAATG TTGCCCTATA AAAAC AAATT TTTTGTTTCT AAGAAGGAAC 163 3 

GTTACGATTA TGAGCAACTT TGGCGGCCGC GAATTC 16 69 
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